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Die antagonistische Wirkung 
des Insulins und Hypophysenhormons auf den Wasserhaushalt, 


Von 
I. Serebrijski und H. Vollmer. 


(Aus dem Kaiserin-Auguste-Victoria-Haus, Reichsanstalt zur Bekämpfung 
der Kindersterblichkeit, Berlin.) 


(Eingegangen am 3. August 1925.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die wasserretinierende Wirkung des Insulins läßt sich — wie wir 
früher gezeigt haben — auch beim nichtdiabetischen Menschen durch 
gleichzeitige Wasserbelastung des Organismus verdeutlichen. Von 
1500 cem getrunkenen Wassers werden innerhalb 4 Stunden unter 
Insulinwirkung weit weniger ausgeschieden als ohne Insulin. Dabei 
kommt es zu keiner Hydrämie, sondern das ganze retinierte Wasser 
lagert sich in die Gewebe ein, deren Wasserbindungsvermögen durch 
Insulin erhöht wird. In ihrem Einfluß auf den Wasserhaushalt sind 
also Insulin und Thyreoidin Antagonisten mit dem gleichen Angriffs- 
punkt im Gewebe. Andererseits sind Insulin und das Inkret des Hypo- 
physenhinterlappens Symergisten, wenn man nur den Endeffekt, die 
Wasserretention, berücksichtigt. Denn auch das Hypophysenhormon 
wirkt im Volhardschen Wasserversuch — noch stärker als das Insulin — 
antidiuretisch und antidemineralisierend. Betrachtet man aber die 
intermediären Verhältnisse, so erkennt man markante Unterschiede 
in der Wirkung beider Hormone, welche auf verschiedene Angriffs- 
punkte hindeuten. 

Gleichwohl beeinflussen Insulin und das Hypophysenhormon die 
renale Ausscheidung nach einer Wasserbelastung im gleichen Sinne. 
Von einer Kombination beider Hormone war demnach zu erwarten, daß 
sich ihre wasserretinierenden Effekte summieren und eine extreme Ein- 
schränkung der renalen Wasserabgabe die notwendige Folge ist. Darauf 
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gerichtete Untersuchungen ergaben jedoch das überraschende Resultat. 
daß beide Hormone in ihrer Wirkung auf den Wasserhaushalt ähnliche 
antagonistische Beziehungen aufweisen, wie hinsichtlich ihrer Wirkung 
auf den Kohlehydratstoffwechsel. 


Erwachsene stoffwechselgesunde Versuchspersonen tranken morgens 
nüchtern nach Entleerung der Blase 1500 cem Wasser. In dem stündlich 
entleerten Harn wurden Menge, spezifisches Gewicht und Kochsalzgehalt 
bestimmt. Wo wir auch die Blutkonzentration berücksichtigen. haben 
wir ebenfalls stündlich den Serumeiweißgehalt und den Hämoglobingehalt 
des Blutes refraktometrisch bzw. kolorimetrisch ermittelt. Nach diesem 
Grundversuch wurden unter sonst gleichen Bedingungen je 0,3 bis 0,5 ccm 
Pituglandol zu Beginn des Wasserversuches und 2 Stunden später subkutan 
injiziert, an einem dritten Tage zweimal 5 Einheiten Insulin in der 
gleichen Zeitverteilung, und schließlich an einem vierten Versuchsta«e 
Insulin + Pituglandol in gleicher Dosierung und Zeitverteilung wie ın 
den vorausgehenden Versuchen. Insulin + Pituglandol wurden teils ge- 
meinsam, teils an verschiedenen Körperstellen mit dem gleichen Erfolg 
injiziert. 

Wir teilen in den folgenden Tabellen I bis V einen Versuch aus- 
führlich mit, um die übrigen nur in graphischer Darstellung der renalen 
Ausscheidung folgen zu lassen, da alle Versuche in den wesentlichen 
Punkten übereinstimmen. 


Tabelle I zeigt den Trinkversuch mit 1500 cem Wasser. Innerhalb 
4 Stunden verliert der Körper 2640 g an Gewicht, die renale Aus- 
scheidung ist mit 2445ccm Harn stark überschießend. Die Blut- 
konzentration bleibt wie gewöhnlich ziemlich unverändert, die Serum- 
eiweißwerte steigen sogar etwas an. 




















Tabelle 1. 
| Harn Extras | i; I Blut o E 
on ; renale 
Zeit omani q Na Cl Auss Serum.| Bemerkungen 
i gewicht || Menge | ae GE) 
| ` qa Proz | 














Proz. | g dung 























10h ml — — | - Ste T 106,3 7,87 |; 10h bis 10420” 1500 cem 
10 20 [768701 — (30) | cn , Wasser nüchtern 
11 20 75650 |! 1180 | 1003 a 1,605! 40 106,3 | 8,08 Harndrang nach 50 
12 20 |74600| 960 | 1002 | 0,087 0.835 | 90 |1132] — 
1 20 14380 | 195 | 1007 | 0,448 | 0,874|| 25 |1049| 8,28 | 

74930 | 110 | 1010 | 0,579 | 0,637} 40 |101,0| 8,17 
Summe || 2640: 2445| — 17 3,951) 15: — ií — 





Dieser Trinkversuch ist im folgenden (Tabelle ID) mit subkutaner 
Injektion von zweimal 0,5 cem Pituglandol verbunden. Man erkennt die 
starke antidiuretische Wirkung des Hypophysenextraktes. die nur eine 
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Tabelle II. 
I | u äi He Em L Blt j 
, |'Kórpere Naci “A Ee 
Zeit ae E = a | a | Hb en Bemerkungen 
l = | Proz, | g ` dung d Proz. | Proz |: 
9h 50" 74150 H Bä Se | SSES Ä _ y _ 107,6 8,45 i ob s be A9 10 
10 10 75650) — | — | — | — | — boten una 1500 cm 
1 10 75150|| 460 | 1006 0,456 2098] 40 | 993| 789 | Wasser nüchtern 
12 10175000 || 67 |102011,240'0,831| 83 ||104.9 | 7,63 ' 11b50' 0,5 Pituglandol 


1 10 74920 || 65 1021 | 1,085 [0,705 | 15 | PE 7,56 |, Subkutan 
2 10 ::74850|| 46 | 1021 '1,205/0,554|| 24 | 923 7,42 | 
E D ~ 


Summe» 800 638 | — ! — [4,1881 162 | — SE 





renale Ausscheidung von 638 cem Harn zustande kommen läßt und mit 
einer deutlichen Hydrämie einhergeht. Die Kochsalzausscheidung 
wird durch Pituglandol nicht nennenswert beeinflußt. 


Tabelle III gibt einen ähnlich angeordneten Wasserversuch wieder, 
bei dem zweimal 5 Einheiten Insulin in einem Abstand von 2 Stunden 
injiziert wurden. Auch durch Insulin wird die renale Wasserabgabe 
deutlich eingeschränkt, wenn auch nicht so ausgesprochen wie durch 
Pituglandol. Im Gegensatz zum Pituglandolversuch bleibt hier die 
Hydrämie aus, ein Beweis dafür, daß das Insulin zu einer Wasser- 
retention lediglich in den Geweben führt und keine renale Einwirkung 
im Sinne der Blockierung ausübt, wie sie für das Hypophysenhormon 
angenommen werden muß. 


Tabelle III. 














Ham Extras © Blut | 
EZ | Körper» ; S ' renale | 
Zeit | Na Cl e H 'S d 
C” |gewicht! ZE Spez. | Ñ i ka Hb Ko Bemerkungen 
Hee [ | | | Proz. | ú , Mea | Proz. | Proz. | 
rss l Ti _! 10h bis 10h 20' 5 E. 
loh / ce Së = | AE (80 ID 110 4 8, 29 |" Insulin u subs» 
e Sen SC eg ii utan un cem 
11 | 76350 440 | 1007 | 0,500 | 2 200 | 2 "103, 5) 8 49 | Wasser nüchtern 


1230 75900 1010 | 1005 | 0'088 0,889 | 140 1118| 8/48 | 12h10 5 E. Insulin 
1 20 75000" 137 | 1008 | 0.483 0,662. 63 110.4 8,26 | Brand subkutan 
2 2 20 ` 74900 , 65 | 1022 | 1258 |0,818 35 1148 8,26 ` 


900 lGso| — 


Summe | 1920,1652| — | — |4569 268 © — — 


Tabelle IV stellt eine Kombination der Versuche 2 und 3 dar In 
der gleichen Dosierung und Zeitverteilung wie dort wurden hier die 
beiden Hormone gemeinsam injiziert mit dem überraschenden Ergebnis, 
daß die diuretische Wirkung des Weasserstoßes zwar deutlich ab- 
geschwächt wurde aber bei weitem nicht in dem Grade wie unter der 
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Wirkung des Pituglandols allein. Dabei ist beachtenswert, daß sich die 
Blutkonzentration nur wenig veránderte: wie im Insulinversuch kam 
auch hier nur vorübergehend eine geringe Verdünnung zustande. Die 
Hydrämie, die nach Pituglandol besonders in der dritten und vierten 
Stunde so ausgesprochen war, fehlte hier. 











Tabelle IV. 
| Harn Ba | Blut 
Körper, TT x EE NAAA 
Zeit GR ; y Auge , Serum» Bemerkungen 
š gewicht Menge Co BR che : Hb (ewech S 
Proz, ` g | dung Proz. | Proz. 

















Sg i | | a an |10h 05” bis 10h 2003 
10h 05° el — —|— 1083 8:98 | h 05' bis 10h 20.05 
10 20 [766801 — — , — | — (20) | — | — Insulin Brand sub 








11 20 [76430 ' 185 1008 0,521/0,965¡; 65 | 101,0 | 7,87 | kutan und 1500ccm 

| | Wasser nuchtern 
12 20 | 75620 | 720 |1005 0,218 1574| 90 Tag 7,89 | 12h 107 0,5 Pituglando! 
1 20 ||75210 365 |10061/,0,246 


0, 892| 45 106, 318 08 | + SE. Insulin Brand 
2 20 | 75110. 75 11016 10, "884 25 |1049 | 8.01 | subkutan 


Summe | 1670|1346 | — | — 14,194] 25 © — | — | 








Eine interessante Modifikation des vierten Versuchs gibt Tabelle V. 
Hier wurden wie in Versuch 2 zweimal 0,5 cem Pituglandol injiziert und 
außerdem Insulin, aber nur einmal 10 Einheiten zu Beginn des Versuchs. 
Die Wasserretention erreichte dabei den gleichen Grad wie in Versuch 2 
mit Pituglandol allein. Nur kam es nicht wie in diesem zu einer Hydrämie 
sondern zu einer Bluteindickung. Die renale Ausscheidung war in den 
beiden ersten Stunden — vielleicht unter dem Einfluf der hohen Insulin- 
dosis — geringer als in allen übrigen Versuchen, sie war in der dritten 
und vierten Stunde ebenfalls sehr gering, da das Pituglandol hier allein 
seinen retinierenden Einfluß ausüben konnte, ohne, wie in Versuch 4, 
durch Insulin gestört zu werden. 








Tabelle V. 
| | | Ham | | Extras I Blut I š 
rer eae =p 
Zeit ee Fees Na Cl Auss Hb | Serums! Bemerkungen 
gewicht Menge ee -——n sehei | ciwcib | 
| | ` | Proz. | g | dung f Proz. | Proz. ! 
u ée H Gg? -— | — j eg — - 8 — Le: Ge y Gs a b en = 
1030 751501 nn — | — | 954| 7,87 |!0h30 bis 10h4% 108, 
ae. | | Š ° ; Insulin Brand + 0,5 
10 45 16600 | — | Fee | (50) EE SG Pitugland. subkutan 
11 45 ¡76420 , 125 1024, 1,433 | 1, 791 55 ; n 
nuchtern 





' 106.3 7.76 | und 1500 ccm Wasser 











12 45 76100 250 . 1010 0. 345 0.863 70 1050: 774 (0,55 Pituglandol sub; 
38 kutan 
2 45 75700 41 1021 ' 0.801 0.328 59 |, 106,3 od 


| 
i x 1 
1 45 758001 225 1005 0123 0277; 75 (1083: 738 | 
7,27 | 
| | 


Summe | 900 641 1 — | — 3,259 ' 259 
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Abb. 1 veranschaulicht diese fünf Versuche noch einmal in gra- 
phischer Darstellung und läßt klar erkennen, daß das Insulin — obwohl 
selbst antidiuretisch wirkend — die antidiuretische Pituglandolwirkung 
hemmt. 
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Abb. 1. Versuch A. Renale Wasserausscheidung nach peroraler Zufuhr von 1500 ccm Wasser. 
O = reiner Wasserversuch. 
= Injektion von je 5 Einheiten Insulin zu Beginn und nach 2 Stunden. 


A —= = TER. š „ + 0,5 ccm Pituglandol zu Beginn und nach 2 Stunden. 
x = x s. .» 05ccm Pituglandol zu Beginn und nach 2 Stunden. 
n= , gr. En E š š E s und 10 Einheiten 


Insulin zu Beginn. 


Abb. 2, 3 und 4 stellen die renale Wasserausscheidung in ähnlich 
angeordneten Versuchen dar. Alle Versuche ergaben das úberein- 
stimmende Resultat, daß sowohl Pituglandol als Insulin im Volhard- 
schen Wasserversuch antidiuretisch wirkt, daß aber die Kombination 
beider Hormone nicht zu einer Summation, sondern zu einer gegen- 
seitigen Hemmung ihrer Wirkung führt derart, daß Insulin und 
Pituglandol regelmäßig eine geringere Wasserretention bedingen als 
Pituglandol allein. 


Ein Versuch, diese Erscheinung zu erklären, ist um so schwieriger, 
als wir über den Einfluß sowohl des Pituglandols als auch des Insulins 
auf den Wasserhaushalt noch keine abgeschlossene Kenntnis besitzen. 


6 I. Serebrijski u. H. Vollmer: 


Nur so viel können wir als gesichert annehmen, daß das Insulin in erster 
Linie extrarenal, und zwar auf dem Umwege über den Kohlehydratstoff- 
wechsel angreift, während dem Hypophysenextrakt sowohl ein extra- 


renaler als auch ein renaler Einfluß im Sinne der Nierenblockierung 
zukommt. 


Wir wissen nun, daß Insulin und Pituglandol im Kohlehydratstoff- 
wechsel Antagonisten sind, wie überhaupt das Hypophysenhormon über 
die Konstanz des Blutzuckerspiegels zu wachen scheint, da es nicht nur 
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Abb. 2. Versuch S. Renale Wasserausscheidung nach peroraler Zufuhr von 1500 ccm Wasser. 
O = reiner Wasserversuch. š 
O = Injektion von 1,0 ccm Pituglandol zu Beginn. 


+ = a „ je 5 Einheiten Insulin zu Beginn und nach 2 Stunden. 
In a o E . +0,5ccm Pituglandol zu Beginn und nach 2 Stunden, 
x = w » -.0,5ccm Pituglandol zu Beginn und nach 2 Stunden. 


die hypoglykämische Insulinwirkung, sondern auch die hyperglykä- 
mische Adrenalinwirkung hemmt. Unsere Beobachtungen lassen sich 
aber nicht einfach dadurch erklären, daß das Hypophysenhormon durch 
sein regulierendes Eingreifen in den Kohlehydratstoffwechsel die wasser- 
bindende Kraft des Insulins herabsetzt. Pituglandol erhöht vielmehr den 
antidiuretischen Effekt des Insulins, denn es führt in Gemeinschaft 
mit Insulin zu einer stärkeren Wasserretention als Insulin allein. Diese 
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Summation der Gewebswirkung geht aus Tabelle V klar hervor. In 
den ersten Stunden dieses Versuchs wird — bei gleichzeitiger Blut- 
eindickung — weniger Flüssigkeit ausgeschieden als in allen voraus- 
gehenden Versuchen. 


Wir können demnach unsere Beobachtung nur durch die Annahme 
erklären, daß das Insulin die Pituglandolwirkung hemmt, und zwar in 
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Abb. 3. Versuch W. Renale Wasserausscheidung nach peroraler Zufuhr von 1500 cem Wasser. 


O = reiner Wasserversuch. 
3 -= Injektion von je 0,3 ccm Pituglandol und 5 Einbeiten Insulin zu Beginn und nach 2 Stunden. 
w » n03 n š zu Beginn und nach 2 Stunden. 


E == 


erster Linie die renale Komponente dieser Wirkung, die Blockierung der 
Niere. Nur so wird es verständlich, warum unter dem gleichzeitigen 
Einfluß beider Hormone die Blutverdünnung ausbleibt. Primär wird 
das getrunkene Wasser in die Gewebe eingelagert. Sobald die Hormon- 
wirkung nachläßt, tritt Gewebswasser in die Blutbahn ein und wirkt 
als Sekretionsreiz auf die Nieren. Das Ausbleiben der Hydrámie und 
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die gegenüber der reinen Pituglandolwirkung vermehrte renale Aus- 
scheidung schließt eine Blockierung der Niere aus. Da für einen direkten 
renalen Einfluß des Insulins keine Anhaltspunkte vorliegen, muß man 
einen zentralen Angriffspunkt für diesen Antagonismus annehmen. 
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Abb. A Versuch T. Renale Wasserausscheidung nach peroraler Zufuhr von 1500 ccm Wasser. 
x = Injektion von je 0,3 cem Pituglandol zu Beginn und nach 2 Stunden. 
A = z s. E a S + 5 Einbeiten Insulin zu Beginn und nach 2 Stunden. 


Zusammenfassung. 


Im Volkardschen Wasserversuch hemmt Insulin — obwohl selbst 
antidiuretisch wirkend — den antidiuretischen Einfluß des Hypophysen- 
extraktes. Es wird angenommen, daß das Insulin die durch das Hypo- 
physenhormon ausgelöste Blockierung der Niere zentral aufhebt. 
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Weitere Untersuchungen physikalischer Eigenschaften 
des Serums beim Zusatz wasserbindender Stoffe. 


Von 
R. Fürth und R. Pechhold 


mit einem Anhang von R. Keller (Prag). 
(Aus dem Institut für theoretische Physik der deutschen Universität in Prag.) 
(Eingegangen am 3. August 1925.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


Vor einiger Zeit haben Fürth und Keller!) und später Fürth und 
Blüh?) die Wirkung kleiner Zusätze von Äthylalkohol auf verschiedene 
physikalische Eigenschaften des Blutserums untersucht. Es zeigte sich, 
daß die Abhängigkeit der meisten untersuchten physikalischen Kon- 
stanten von dem Mengenverhältnis des dem Serum zugesetzten Alkohols 
charakteristische Besonderheiten bei sehr geringen Alkoholkonzentra- 
tionen in der Größenordnung von etwa 1; Proz. aufwiesen, und zwar: 
Die Dielektrizitätskonstante ein Maximum, die elektrische Leitfähigkeit 
ein Maximum, die Viskosität ein Minimum, der Brechungsquotient 
einen Wendepunkt und das optische Drehvermögen ein Maximum. 

Es wurde damals der Versuch gemacht3), die beobachteten Er- 
scheinungen kolloidehemisch zu deuten, was auch in der Tat unter 
Zugrundelegung plausibler Annahmen über die kolloide Konstitution 
des Serums mit Hilfe der Debyeschen Dipoltheorie zwanglos gelingt. 

Es war nun von Interesse, diese Versuche auf Zusätze anderer 
Stoffe zum Serum auszudehnen, die nach der benutzten Erklärungs- 
weise ähnliche Wirkungen haben müßten. Es liegt auf der Hand, 
zunächst die Wirkung anderer Alkohole zu prüfen und ferner die Wirkung 
anderer ‚wasserbindender‘‘ Substanzen, deren chemische Konstitution 
von der der Alkohole wesentlich verschieden ist, z. B. die des Acetons, 
das wegen gewisser Erscheinungen auch Interesse für die Pathologie 
besitzt. 


1) R. Fürth und R. Keller, diese Zeitschr. 141, 187, 1923. 

2) R. Fürth und O. Blüh, Koll.-Zeitschr. 34, 129, 1924; diese Zeitschr. 
146, 198, 1924. 

3) Dieselben, l. c., $3. 
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Diesem Zwecke sollen im folgenden beschriebene Versuche dienen!). 

Zur Messung gelangten die Viskosität n2), die elektrische Leit- 
fähigkeit 63) und der Brechungsquotient n4) des Rinderserums beim 
Zusatz von Methylalkohol, iso-Propylalkohol und Aceton5) als Re- 
präsentanten der mechanischen, elektrischen und optischen Eigen- 
schaften des so behandelten Serums. Da die Resultate denen der 
früheren Untersuchungen an Äthylalkohol vollkommen analog sind. 
erscheint es nicht notwendig, auch noch die anderen, früher unter- 
suchten physikalischen Größen für die neuen Zusätze nochmals zu 
untersuchen, es ist mit größter Wahrscheinlichkeit anzunehmen, daß 
auch hier die gleiche Analogie gelten wird. 

Die verwendeten Methoden sind mit den in den zitierten früheren 
Untersuchungen verwendeten identisch. Die folgenden Figuren 1 bis 9 
enthalten die erzielten Resultate. 











Methylalkohol i-Propylalkohol 


Aceton 
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Abb. 3. 


1) Die ausführlichen Protokolle sind in der gleichnamigen Arbeit der 
Verfasser enthalten, die gleichzeitig in der Kolloid-Zeitschr. erscheint. 

2) Bezogen auf Wasser = 1. 

3) Bezogen auf reines Serum = 1. 

1) Gemeint ist der Brechunesquotient der D-Linie des Na. 

5) Die Konzentration ist stets in Tropfen Zusatz auf 10 cem angegeben. 
Da ein Tropfen gleich 0,02 ccm ist, so geben die Zahlen für c mit zwei 
multipliziert die Volumenpromille des Zusatzes. 
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Aus diesen Darstellungen ersieht man folgende Tatsachen: Die 
Viskosität des Serums ändert sich beim Zusatz der genannten Stoffe 
derart, daß bei Zusätzen in der Größenordnung von 3 bis 6 Tropfen 
auf l] ccm, d.h. von 0,6 bis 1,2 Proz. die Viskosität ein deutliches 
Minimum hat, um dann allmählich fast linear anzusteigen. 

Die Leitfähigkeit des Serums ändert sich bei geringen Zusätzen 
der genannten Stoffe, so daß für Zusätze in der Größenordnung von 
etwa 2 bis 4 Tropfen auf 30 ccm Serum, d.h. also etwa 0,4 bis 0,3 Proz. 
ein deutliches Maximum der Leitfähigkeit auftritt (höchstwahrscheinlich 
die Folge einer entsprechenden Erhöhung der Dielektrizitätskonstante). 

Während sich die Lage der Extrempunkte der Viskosität und der 
Leitfähigkeit für die drei untersuchten Substanzen nicht wesentlich 
voneinander unterscheidet, was vielleicht auf die nicht sehr große 
Meßgenauigkeit bei diesen Messungen zurückzuführen wäre, zeigen 
die Kurven für die Änderung der Brechungsquotienten bei den genannten 
Zusätzen, wie man aus den Abb. 7, 8, 9 ersieht, charakteristische Wende- 
punkte, deren genaue Lage sich bei der außerordentlichen Feinheit 
bei der Bestimmung des Brechungsquotienten exakt feststellen läßt. 

Fürth und Blüh!) haben seinerzeit die Vermutung ausgesprochen, 
daß das Auftreten dieses Wendepunktes beim Äthylalkohol die Beendi- 
gung des ersten Teiles des Prozesses, nämlich die vollständige Auf- 
lockerung des Serumgefüges in Eiweißteilchen und Wasser infolge der 
„Wasserentziehung‘‘ durch den Alkohol und den Beginn des zweiten 
Teiles des Prozesses, nämlich die Koagulation des Eiweißes infolge 
des Fehlens der Wasserhüllen anzeigt. Ist dieses Bild zutreffend, dann 
muß das Auftreten dieses Wendepunktes sich bei Zusatz verschiedener 
Stoffe mit verschiedenem Vermögen der Wasserbindung zu um so 
höheren Konzentrationen des Zusatzes verschieben, je kleiner seine 
wasserbindende Kraft ist, und umgekehrt. 

Aus den Abbildungen sieht man nun, daß der charakteristische 
Wendepunkt des Brechungsquotienten für Methylalkohol bei 6 Tropfen 
oder 1,2 Proz. für i-Propylalkohol bei 25 Tropfen oder 5 Proz. und 
für Aceton bei 12 Tropfen oder 2,4 Proz. auftritt, ferner aus der Arbeit 
von Fürth und Blüh?) für Äthylalkohol bei 9 Tropfen oder 1,8 Proz. 
Es fällt sofort ins Auge, daß die Reihenfolge bei den Alkoholen genau 
der Reihenfolge derselben in der homologen Reihe entspricht, während 
die Stellung bei Aceton der beim Äthylalkohol am nächsten steht. 

Nach der von Fürth und Blüh entwickelten Ansicht beruht die 
Wasserbindung dieser Stoffe auf dem Umstande, daß sie sich aus festen 
elektrischen Dipolen nach der Theorie von Debye aufbauen, die die 
Dipole des Wassers durch starke elektrische Kräfte an sich reißen und 


1) Fürth und Blüh, Le, S. 134. 
2) Dieselben, Le, S. 133. 
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um sich herum festhalten (Hydratation). Da nun ceteris paribus die 
Dielektrizitátskonstante eines feste Stoffe enthaltenden Stoffes 
(wenigstens für langsame elektrische Schwingungen) mit der Stärke 
seiner Dipole zunimmt, können wir nach dieser Theorie erwarten, daß 
das Auftreten der Anomalie beim Brechungsquotienten mit der Größe 
der Dielektrizitätskonstante des beigesetzten Stoffes einfach zusammen- 
hängt, derart, daß der besagte Wendepunkt bei um so größeren Kon- 
zentrationen auftreten sollte, je kleiner die Dielektrizitätskonstante 
des Zusatzes ist. 


Nun lauten die Dielektrizitätskonstanten der untersuchten Stoffe: 


Methylalkohol!) . . . . . . . . . 31.5 
Äthylalkohol!) . . . . . . . . . . 20,8 
ı-Propylalkohol!). . . . . . ., . . 13,8 
Aceton?) . . . . 2 2 . +, + . + . 215 


Wir haben also in der Tat die oben geforderte Reihenfolge. was 
wohl als eine besonders kräftige Stütze unserer Theorie angeschen 
werden kann. 

Man sieht insbesondere. daß tatsächlich nicht der chemische 
Charakter der Beimischung für die hier beschriebenen Anomalien 
ausschlaggebend ist, sondern ausschließlich der elektrische Charakter. 
da sich das von den Alkoholen sehr verschiedene Aceton genau in jeder 
Beziehung den entwickelten Prinzipien einfügt. 

Nach dem Obigen sollte man erwarten, daß auch das Zusetzen 
von Wasser zum Serum ähnliche Erscheinungen hervorrufen müßte 
und dies um so mehr, als ja das Wasser die besonders hohe Dielektrizitäts- 
konstante 81 besitzt. Nun wäre es allerdings verfehlt, aus dieser hohen 
Dielektrizitätskonstante des Wassers zu schließen, daß seine Dipole 
besonders große Momente haben. Die große Dielektrizitätskonstante 
des Wassers rührt vielmehr aller Wahrscheinlichkeit nach davon her. 
daß die Wassermoleküle oder -dipole sich kettenartig aneinanderreihen 
können®). Immerhin kann man aber vermuten, daß Serum, das mit 
Wasser verdünnt wurde, gegenüber dem reinen Serum ein abweichender 
Verhalten in bezug auf die hier untersuchten Erscheinungen aufweisen 
könnte. I 

Um diese Vermutung zu prüfen, wurde zunächst nach dem früheren 
Verfahren die Viskosität des Serums bei fortschreitender Verdünnung 


1) Nach Messungen von Rudolph bei ¿= 91m. entnommen aus 
Landolt-Börnstein, 2. Bd. Berlin 1923. 

2) Nach Messungen von Walden bei 2 = ©, entnommen aus Landolt- 
Börnstein, 2. Bd. Berlin 1923. 

3) Vergleiche über dieses Thema die interessanten Ausführungen von 
O. Blüh, Zeitschr. f. physik. Chern., der das Wassermolekül als ,,Zwitterion” 
ansieht. 
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mit Wasser gemessen. Die Resultate dieser Messungen sind in der 
Abb. 10 enthalten, die die Viskosität des Serums als Funktion des 
Wassergehalts in Volumprozenten angibt. 





0 10 20 JO YO S0 60 70 30 32 100 
Wassergehalt in Vol Vo 


Abb. 10. 


Man sieht hieraus, daß die Viskosität des Serums bei Wasserzusatz 
erst rascher und dann langsamer stetig abnimmt nach Maßgabe des 
allmählich vor sich gehenden Auflockerungsprozesses. 

Nun ist nach Fürth und Blüh (siehe oben) die Extremumbildung 
bei den Kurven 1 bis 6 darauf zurückzuführen, daß kleine Zusätze von 
Alkohol oder Aceton das eigentümliche Gefüge des Serums auflockern. 
Wenn nun eine solche Auflockerung auch durch Wasserzusatz zum 
Serum herbeigeführt werden kann, so ist zu erwarten, daß die oben 
beschriebenen Versuche, wenn man sie mit wasserverdünntem Serum 
anstellt, anders ausfallen: Die Extreme müssen sich immer mehr ver- 
wischen, je mehr Wasser das Serum enthält, bis sie schließlich ganz 
verschwinden. 

Solche Messungen haben wir nun angestellt, und zwar derart, daß 
die Viskosität von solchem Serum beim Zusatz von Äthylalkohol unter- 
sucht wurde, dem vorher 2 bzw. ,, 0% 
5 bzw. 10 Proz. Wasser zugesetzt 
worden waren. Die Resultate 2 
dieser Messungen werden durch = 
die folgende Abb. 11 dargestellt. 

Wie man sieht, hat sich die 
oben ausgesprochene Vermutung 23 
in der Tat bewahrheitet. Bei stei- 
gender Verdünnung des Serums 
mit Wasser verwischt sich das 77 
Minimum der Viskosität allmäh- 
lich immer mehr und mehr, bis 
schließlich bei einer Verdünnung 09 
von 10 Proz. nur mehr ein kleiner Ä 
Buckel in der Viskositätskurve Gëf EE E SS 
übriggeblieben ist, der wahr- Abb. 11. 
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scheinlich bei weiterer Verdünnung vollkommen verschwinden wird, 
Die Kurve für 10 Proz. deckt sich übrigens fast vollkommen mit, den 
Resultaten einer kürzlich erschienenen Arbeit von Hayashi*), der 
Viskositätsmessungen beim Serum mit Zusatz von Äthylalkohol an- 
gestellt hat nach einer Methode, die es mit sich bringt, daß dabei das 
Serum ungefähr zu 10 Proz. mit Wasser verdünnt wird. Seine Resultate 
stehen also keineswegs, wie behauptet, mit den unsrigen im Wider- 
spruch, sondern decken sich mit ihnen. 

Die Tatsache, daß eine Verdünnung des Serums mit Wasser in 
der Größenordnung von wenigen Prozenten die beschriebenen Ano- 
malien schon beträchtlich modifiziert, bildet eine physikalische 
Analogie für die bekannte Tatsache, daß die physiologischen Eigen- 
schaften des Serums sich bei geringen Verdünnungen mit Wasser 
bereits wesentlich ändern. 


Zusammenfassung. 


Es wird in Fortsetzung früherer Untersuchungen gezeigt, daß die 
physikalischen Eigenschaften des Blutserums sich beim Zusatz kleiner 
Mengen von Methyl- und Isopropylalkohol und von Aceton in ganz 
analoger Weise verändern wie beim Zusatz von Äthylalkohol, wobei 
die Wirkung dieser verschiedenen Stoffe im wesentlichen durch den 
Dipolcharakter ihrer Moleküle bestimmt ist. 

Es wird ferner gezeigt, daß der Zusatz von geringen Mengen Wasser 
zum Serum genügt, um die beobachteten Erscheinungen an unver- 
dünntem Serum charakteristisch zu verändern, was mit der früher 
gegebenen Theorie im Einklang steht. 


Nachwort. 
Von R. Keller. 


Die überraschend starke Einwirkung kleiner Alkoholmengen auf 
die physikalischen Konstanten des Serums, namentlich auf die Di- 
elektrizitätskonstante und auf die Dissoziation, also indirekt auf die 
chemische Reaktionsfähigkeit des Serums, muß dem Physiologen den 
Gedanken nahelegen, die Erregungs- und Rauschzustände auf die 
besondere chemische Reaktionsfähigkeit des Blutserums zurück- 
zuführen. Fast noch merkwürdiger ist die starke Wirkung geringer 
Wasserzusätze auf die Serumeigenschaften, z.B. auf die Viskosität 
und auf die Leitfähigkeit, die mit der Diclektrizitátskonstante in einem 
engen Zusammenhang stehen. Nach den E'ndrúcken, die die beiden 
Physiker aus ihren Messungen gewonnen haben, enthält das Serum nur 


1) K. Hayashi, Kolloid-Zeitschr. 36, 227, 1925. 
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wenig freies Wasser. Das meiste Wasser ist an gewisse Serumbestand- 
teile mehr oder weniger gebunden, ein Gedanke, der auch in der bio- 
chemischen Literatur schon öfter aufgetaucht ist. Aus dieser großen 
physikalischen Wasserempfindlichkeit des Serums läßt sich die merk- 
würdig feine Regulationstätigkeit der tierischen Niere gegenüber einem 
Wasserüberschuß nicht ganz erklären, aber doch zunächst mit exakten 
physikalischen Beobachtungen in einen Zusammenhang bringen. 

Es wäre sehr leicht, an das bisher von Fürth und seinen Mitarbeitern 
gelieferte Material über Dielektrizitätskonstanten verschiedene Hypo- 
thesen über Stoffwechselvorgänge und Stoffwanderungen in der Zelle 
zu knüpfen. Solange jedoch das Coehnsche Gesetz, daß Stoffe mit 
höherer Dielektrizitätskonstante sich bei Berührung mit Stoffen niederer 
Dielektrizitätskonstante positiv aufladen, noch keine quantitative 
Ausarbeitung gefunden hat, solange man nicht weiß, ob auch Disper- 
sionen und Lösungen mit höherer Dielektrizitätskonstante ebenfalls 
positiv werden gegenüber Lösungen mit niedriger Dielektrizitäts- 
konstante und solange die nicht rein darstellbaren Enzyme, Hormone, 
Toxine, Antitoxine der dielektrischen Messung unzugänglich bleiben, 
wäre dies sehr verfrüht. Wie es sich gezeigt hat, sind selbst unzuläng- 
liche Experimente wie die Hayashis im ganzen nützlich, da sie zur 
Aufklärung eines Irttums und zur Aufdeckung der überraschenden 
starken physikalischen Wirkung eines kleinen Wasserzusatzes zum 
Serum geführt haben. Es wäre im höchsten Maße wünschenswert, daß 
dieser Gegenstand das Interesse anderer Experimentatoren erwecken 
würde, namentlich solcher, denen die biochemischen Materialien, 
Methoden und Apparaturen bequem zur Verfügung stehen. 

Viel wertvoller und interessanter als die Untersuchungen am Serum 
wären analoge Messungen am frischen Plasma, das hier nicht leicht zu 
beschaffen ist. Die Einwirkung eines verhältnismäßig kleinen Wasser- 
zusatzes auf Plasma, also fibrinogenhaltiges Serum ist aller Wahr- 
scheinlichkeit nach noch stärker als auf defibriniertes Serum. Wenn 
man beispielsweise die soeben erschienene Arbeit von Hueck über die 
Eiweißkörper des Serums!) genau studiert, insbesondere seine Be- 
merkungen über den Salzwasserfehler und darüber, daß der veränder- 
lichste und labilste der Bluteiweißkörper, das Fibrinogen, auf Wasser 
und Salzzusätze am stärksten reagieren muß, so erkennt man, daß es 
sich um Erscheinungen tatsächlicher Natur handelt, die verschiedenen 
genauen Experimentatoren schon aufgefallen sind, die aber noch nicht 
physikalisch definiert sind. 





1) Diese Zeitschr. 160, 185, 1925. 
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Enzymchemische Beiträge zur Kenntnis 
des gekoppelten Fett- und Kohlehydratstoffwechsels. I. 


Von 
Hans v. Euler. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Eingegangen am 3. August 1925.) 


Über die biochemische Synthese der Fette und Öle bzw. der höheren 
Fettsäuren besteht noch vollständige Unklarheit, und zwar nicht nur 
hinsichtlich des Mechanismus der chemischen Vorgänge und der enzy- 
matischen Katalysatoren, sondern auch hinsichtlich der Substrate. 
E. Fischer!) hat bekanntlich die Hexosen (und die Triosen) als das 
Ausgang:material der Fette angenommen; dabei wird aber natürlich 
von den Zwischenprodukten abgesehen, und es wird nur hervor- 
gehoben, daß die einfachen Zuckerarten als die Quelle der Fettbildung 
anzusehen sind. 

Eine Hypothese über den Weg der Fettbildung im Organismus 
wurde zuerst von Nencki?) ausgesprochen und dann von Magnus-Levy?) 
aufgenommen. Nach derselben ist der Acetaldehyd der Ausgangspunkt 
beim Fettaufbau, welcher als eine Reihe von Aldolkondensationen 
aufgefaßt wird. Hinsichtlich der Bildung der niederen Fettsäuren bei 
der Gärung haben dann Buchner und Meisenheimer*) im Anschluß an 
bemerkenswerte experimentelle Ergebnisse auf die Rolle eines niedriger- 
molekularen Zwischenprodukts hingewiesen. 

Bei der Besprechung der Fettbildung in Pflanzen habe ich, unter 
Annahme der Glucose als Ausgangssubstanz, den Verlauf folgender- 
maßen dargestellt°): 

„l. Der Zucker erleidet eine Zymasespaltung zu Acetaldehyd, wahr. 


scheinlich über Milchsáure. 2. Wiederholte Aldolkondensationen fügen 
eine geringere oder größere Anzahl von Acetaldehydmolekülen zu Oxy- 


1) E. Fischer, Chem. Ber. 28, 2130, 1909. 

2) Nencki, ebendaselbst 10, 1033, 1877. 

3) Magnus-Levy, Arch. Anat. u. Phys., Physiol. Abt. 1902, S. 365. 

4) Buchner und Meisenheimer, Chem. Ber. 41, 1410, 1908. 

5) Euler, Grundlagen und Ergebnisse der Pflanzenchemie, III. Tl., 
S. 212. Braunschweig 1909. 
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aldehyden vom Typus des Aldols zusammen. 3. Diese gehen unter Verlust 
von Wasser in ungesättigte Aldehyde über, wie Aldol selbst Crotonaldehyd 
gibt. 4. Durch schwache Oxydation dieser Aldehyde entstehen die ent- 
sprechenden ungesättigten Säuren, welche 5. unter Anlagerung von Wasser- 
stoff in Fettsäuren übergehen. 

Wir nehmen z.B. an, daß 2Mol. Acetaldehyd über Aldol Crotonaldehyd 
geben, und lassen letztere Verbindung noch ein Aldehydmolekül binden. 
Durch Wasserabspaltung gelangen wir zum ungesättigten Aldehyd: 
CH,.CH:CH.CH:CH.CHO; die entsprechende Säure ist Sorbinsäure 
und wurde tatsächlich im Pflanzenreich gefunden (Teil I, S. 15). Durch 
Reduktion geht sie in Capronsäure über. Verketten sich wiederum drei 
Moleküle des Aldehyds der Sorbinsäure durch weitere Aldolkondensation, 
ehe die letzte Aldehydgruppe zu Carboxyl oxydiert wird, so entsteht eine 
ungesättigte Säure, welche durch Wasserstoffaufnahme Stearinsäure geben 
muß, falls die Reduktion vollständig ist, während Ölsäure das Produkt einer 
unvollständigen Reduktion sein kann.“ 

Aus diesem vor 15 Jahren gegebenen Schema möchte ich hier 
besonders die Rolle der Sorbinsäure und ihres Aldehyds betonen. 
Durch Curtius und Franzen!) ist seither das Vorkommen solcher Fett- 
säuren, wie sie hieralsZwischenprodukte angenommen wurden, in Pflanzen 
bekanntlich experimentell bewiesen worden. Auf die bemerkenswerten 
Beiträge von S. Iwanow?) zur Kenntnis des Stoffwechsels beim Reifen 
ölhaltiger Samen kommen wir in einer späteren Mitteilung zurück. 

Unter den Forschern, welche sich später mit diesem Problem 
beschäftigt haben, sind Smedley und Lubrzynska3) zu nennen; sie 
erwogen die Annahme einer Rolle der Brenztraubensáure beim Auf- 
bau von Fettsäuren. 

Den experimentellen Beweis dafür, daß Brenztraubensäure — sei 
es als solche oder in Form ihres carboxylatischen Spaltungsproduktes 
— als biochemisches Baumaterial für die Bildung höheier Fettsäuren 
dient, haben Neuberg u. Arinsteint) geliefert. 

Neuerdings haben dann auch Haehn und Kinttof*) wieder auf die 
ursprüngliche Annahme der Fettsynthese aus Acetaldehyd zurück- 
gegriffen und im Anschluß an eine theoretische Darlegung eine Reihe 
interessanter Beobachtungen über die Fettbildung am Pilz Endo- 
myces vernalis mitgeteilt. 

Was den Abbau der hóheren Fettsáuren angeht, der ein typisch- 
oxydativer Vorgang ist, so haben Myrbáck und ich®) vor kurzer Zeit 


1) Curtius und Franzen, Heidelberger Akad. d. Wiss. 1912 bis 1918; 
diese Zeitschr. 112, 302, 1921. 

2) S. Iwanow, Beih. Bot. Centralbl. 28, (I) 159, 1912; s. auch E. Terroine, 
Ann. Soc. Nat. (X) 2, 1920; ferner J. H. Priestley, The new Phytologist 
28, 1, 1924. 

3) Smedley und Lubrzynska, Biochem. Journ. 7, 364, 1913. 

t) Neuberg und Arinstein, diese Zeitschr. 117, 269, 1921. 

5) Haehn und Kinttof, Chem. d. Zelle u. Gewebe 12, 115, 1925. 

6) Euler und Myrbäck, Sv. Kem. Tidskrift 87, 173, 1925. 


32% 


20 H.v. Euler: 


Gelegenheit gehabt, die Annahme zu besprechen, daß an der Atmung 
die Oxydation des Fettes oft wesentlich beteiligt ist, und daß der 
oxydative Abbau vermutlich nicht ganz zu CO, führt, sondern außer- 
dem Dreikohlenstoffspaltprodukte liefert (sie seien, ohne über ihre 
chemische Natur etwas auszusagen, der Kürze wegen als , Triosen'* oder 
,,Tricarbo-Reste” bezeichnet), welche zusammen mit Milchsäure am 
Glvkogenaufbau teilnehmen. 


In diesem Zusammenhang darf vielleicht an einen Abschnitt 
aus der Pflanzenchemie des Verfassers!) erinnert werden: 


„Die rein chemischen Erfahrungen haben eine stufenweise Abspaltung 
von CO, abwechselnd mit der immer wiederholten Oxydation des end- 
ständigen Kohlenstoffatoms ım Fettsäurerest ergeben; aus ungesättigten 
Säuren entstehen zugleich Oxysäuren. Sehr wahrscheinlich hat dieses 
Spaltungsschema auch im Organismus seine Gültigkeit, und es dürften sich 
tatsächlich auch hier niedere Fettsäuren und Oxyfettsäuren bilden. Daß 
die Umsetzung aber damit nicht zu Ende ist, kann nicht verwunderm. 
Andererseits können wir einen vollständigen Verbrauch der Fettsäuren 
auf dem Wege der Atmung nicht erwarten. Schon bei der Besprechung 
der Verhältnisse in reifenden Früchten konnten wir auf einen partiellen 
Wiederaufbau des organischen Säurematerials zu Zucker schließen, und 
eine ganz entsprechende Vorstellung mag man sich von einer Zuckersynthese 
aus Spaltresten des oxydativen Fettsäureabbaues bilden, wenn sich auch 
die chemische Beschaffenheit dieser Spaltreste noch nicht genau angeben 
läßt.“ 


Ein Abbauschema der Fettveratmung formulieren wir demgemäß 
in folgender Weise: 


Glykogensynthese Aminosäuresynthese 
l Stearinsäure —= 3 Triose-(Tricarbo-) Reste +3 Brenztraubensáure 
Acetaldehyd + CO, 
Eiweißsynthese Fettsynthese 


Wir betrachten also die Atmung als eine wichtige Quelle der 
Brenztraubensäure im Tier- und Pflanzenorganismus und sehen ihre 
wesentlichste Bedeutung in der von Neuberg?) hervorgehobenen und 
durch seine Arbeiten über Carboligase weiter aufgeklärten Funktion 
bei kernsynthetischen Vorgängen. 


Es kann aber nicht angenommen werden, daß dieses Schema den 
einzigen Weg des Fettabbaues im Pflanzen- oder Tierkörper darstellt. 
Vielmehr erscheint es notwendig, daß nebenher noch eine zweite 


1) Euler, Pilanzenchemie 111. Tl, S. 214. 
2) Neuberg und Hirsch, diese Zeitschr. 115, 282, 1921. 
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Abbaufolge stattfindet, die etwa folgendermaBen geschrieben werden 
kann: 
Fettsäure > Nonylaldehyd -> Ketobuttersáure > Äpfelsäure + CO,. 


Fumarsáure 


Bernsteinsáure. 


Diese so angedeutete Reaktionsfolge stútzt sich im wesentlichen 
auf die Ergebnisse und Anschauungen von Knoop!), Thunberg?), 
Embden’) und Neuberg‘). 

Hervorgehoben sei hier, daß nach dem gegenwärtigen Stande 
unserer Untersuchungen die Phosphatese an dem Fettabbau bzw. der 
Fettveratmung nicht beteiligt zu sein scheint. Demgemäß wird die C O,- 
Entwicklung bei der Fettveratmung durch zugesetzte Cozymase nicht 
beschleunigt. 

In einer vorhergehenden Mitteilung haben Euler und Myrbäck°) 
in typischen, stark atmenden Pflanzenorganen einen außerordentlich 
geringen, kaum nachweisbaren Cozymasegehalt gefunden. 

Außer den in der genannten Arbeit untersuchten Lepidiumsamen 
wurden nun noch, wie in einer vor längerer Zeit angestellten Unter- 
suchung (Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 244, 1907), Brassica-Napus- 
samen studiert, und zwar wurde aus den sterilisierten Samen ein Preß- 
saft hergestellt, welcher statt der früher verwendeten Extrakte ver- 
wendet wurde. 

Die Versuche wurden unter lebhaftem Schütteln durchgeführt, 
und zwar unter volumetrischer Messung des CO, in Mikrobüretten, 
aber nicht, wie sonst im Mikrogärapparat, mit einem Totalvolumen von 
2 ccm, sondern mit 20 ccm. Es wurden 15 ccm Preßsaft (trübe, aber 
nach mikroskopischer Prüfung zellenfrei) verwendet, dazu kamen je 
2ccm Phosphatpuffer. Zu einem Teile der Versuche wurde Hefe- 
Cozymaselösung zugesetzt, ein anderer Teil enthielt die entsprechende 
Menge (3 ccm) Wasser. 

Um die Atmungsvorgänge nicht zu hemmen, wurde nicht wie 
früher Thymol zugesetzt, sondern Störungen durch Infektion wurden 
verhindert teils durch die Vorsichtsmaßregel der Sterilisation der 
Samen vor dem Zerpressen, Sterilisation der zugesetzten Lösungen, 
sowie bei einem Teile der Versuche dadurch, daß zu 10 cem Brassica- 
!) Knoop, Hofmeisters Beitr. 6. 150, 1904; s. auch Klin. Wochenschr. 
4, 433, 1925. 

2) Thunberg, Skand. Arch. f. Physiol. 40, 1, 1920. 

3) Embden und Marx, Hofmeisters Beitr. 9, 318, 190s. 


t) Neuberg und Gorr, diese Zeitschr. 154, 495, 1925. 
$) Euler und Myrbáck, Svensk. Kem. Tidskritt 87, 173, 1925. 
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preßsaft 1ccm Senfsamenpreßsaft gesetzt wurde, welcher das Wachs- 
tum von Saccharomycetenkeimen hemmt. Ferner wurden die Ver- 
suche nur auf 6 Stunden ausgedehnt, so daß das Ergebnis (die C0, 
Entwicklung) sicher nicht durch Infektion beeinflußt ist. 








ccm CO, in Minuten 











Versuchsmischung | | 
| i 
Brassicapreßsaft . . » 2» 2 2 2 2 20 + + + + x 19 
Brassicapreßsaft + Cozymase . . . . . . + . - 05 2⁄2 ` 3, 
Brassicapreßsaft + Senfsamenpreßsaft . . . . 0.2 19 : 29 
Brassicapreßsaft + Senfsamenprebsaft+Cozymase' 0,55 23 3⁄1 , 41 


Die Beschleunigung, welche sich nach 30 und 150 Minuten zeigt, 
ist auf Rechnung der in der Cozymaselösung enthaltenen (sehr geringen 
Zymophosphatmengen zu setzen. Nach 31% Stunden war eine Be 
schleunigung durch Cozymase schon nicht mehr merkbar. 

Im Anschluß hieran soll untersucht werden, ob eine Unter- 
scheidung zwischen der CO,-Entwicklung bei der Gärung bzw. intra: 
molekularen Atmung und derjenigen bei der Fettoxydation auf Grund 
des Verhaltens gegen Cozymase-Zusatz durchgeführt werden kann. 





Untersuchungen über elektrische Erscheinungen und Ionen- 
durchlássigkeit von Membranen. 


VII. Mitteilung: 
Die Permeabilität der Kollodiummembran für mehrwertige Kationen. 


Von 
L. Michaelis und Akiji Fujita. 


(Aus dem biochemischen Institut der Aichi-medizinischen Universität 
zu Nagoya, Japan.) 


(Eingegangen am 9. Juli 1925.) 


Wir hatten beschrieben!), daß eine Membran aus völlig aus- 
getrocknetem Kollodium ganz undurchlässig ist für beliebige Anionen, 
aber durchlässig für Kationen. Innerhalb der Reihe der Kationen 
war aber die Durchlässigkeit sehr verschieden. Einige waren verhältnis- 
mäßig leicht durchgängig, wie das H-Ion und nächst ihm das K- und 
Rb-Ion, während das Na- und besonders das Li-Ion schon sehr viel 
schwerer durchgängig sind. In einer Membran mit so ausgesprochenen 
Effekten auf die Permeabilität verschiedener Ionen kann man ein Vorbild 
sehen für gewisse in der Physiologie beobachtete Membranen mit elek- 
tiver Permeabilität. Wir glauben somit der Physiologie einen unmittel- 
baren Nutzen zu leisten, wenn wir die Frage der spezifischen Perme- 
abilität an dem zwar unphysiologischen, aber der Beobachtung leichter 
zugänglichen Objekt der Kollodiummembran genauer studieren. Wenn 
diese auch kein unmittelbares Vorbild für die in ihrer Permeabilität 
durch Reizung variierbaren Zellmembranen ist, sondern höchstens 
für die unvariierbare, unreizbare Membran der Apfelschale, so kann 
doch die erfolgreiche Untersuchung der komplizierteren physiologischen 
Membranen nicht mit Erfolg in Angriff genommen werden, bevor 
die Verhältnisse an einfachen Membranmodellen gründlich durchforscht 
sind. Für solche Modelle scheint uns kaum irgend eine Membran so 

vel für die physiologische Ausbeute zu versprechen, wie die getrocknete 
| Kollodiummembran. 





1) L. Michaelis und A. Fujita, diese Zeitschr. (im Druck), IV. Mitt, 
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In dieser Arbeit wollen wir uns náher mit der Permeabilitát der 
verschiedenen Kationen beschäftigen. In der früheren Mitteilung!) 
hatten wir festgestellt, daß die gewöhnlichen einwertigen Kationen 
sämtlich die Membran permeieren können, aber in sehr verschiedenen 
Grade. Die Reihenfolge der Durchdringungsfähigkeit der verschiedenen 
einwertigen Kationen war dieselbe wie die Reihenfolge der Beweglich- 
keit bei freier Diffusion, aber die Unterschiede zwischen den verschie- 
denen Kationen waren außerordentlich erhöht. So konnte gezeigt 
werden, daß die Unterschiede in der Beweglichkeit von H und Li. 
welche bei freier Diffusion sich etwa wie 1 : 9 verhalten, in der Kollodium- 
membran sich fast wie 1: 1000 verhalten?). Unter diesen Umständen 
muß man sagen, daß eine solche Membran für Li, ja beinahe sogar 
für Na praktisch undurchlässig ist im Vergleich zu K` und noch mehr 
zu H. Und doch besteht noch ein großer Unterschied in der Durch- 
lässigkeit von Li und anderen noch schwerer durchlässigen Ionen, 
so muß z. B. das Li noch als relativ ganz leicht durchgängig im Ver- 
gleich zu irgend einem Anion betrachtet werden. Wir werden in dieser 
Mitteilung zeigen, daß eine große Zahl von mehrwertigen Kationen 
ebenfalls viel schwerer permeiert als selbst Li, und somit haben wir 
alle nur denkbaren Übergänge von dem leichtest durchgängigen H-Ion 
bis zu den undurchgängigsten Ionenarten, und die Übergänge sind 
so allmählich, daß die Undurchgängigkeit wohl auf alle Fälle nur relativ 
aufzufassen ist. 


Die Methode, mit welcher die Durchgängigkeit gemessen wurde, 
ist erstens der direkte Austausch-Diffusionsversuch. Dieser führt 
aber nur bei den allerdurchgängigsten Ionen in praktisch zulässigen 
Zeiträumen zu meßbaren Resultaten, also z. B. beim Austausch von 
H- und K-Ionen. Bei etwas weniger permeablen Ionen, z. B. schon 
beinahe bei einem Austauschversuch zwischen K und Na, versagt 
diese Methode, weil bei Kollodiumhülsen von praktisch ausreichender 
Festigkeit und Dicke selbst nach Wochen der Austausch nur soeben 
qualitativ erkennbar ist. Unter physiologischen Verhältnissen dagegen. 
wo die Dicke der Membran weniger als lu betragen kann, könnte selbst 
eine so geringe Permeabilität praktisch bedeutungsvoll sein. In anderen 
Fällen ist die Diffusion überhaupt nicht praktisch verfolgbar. Weit 
empfindlicher ist die zweite Methode, die Messung des Diffusions- 
potentials zweier Lösungen, welche durch eine Kollodiummembran 
getrennt sind. Mit Hilfe dieser Methode konnten wir noch bei Ionen 
von der Trägheit des Lithiums praktisch brauchbare Náherungswerte 


2) L. Michaclis und A. Fujita, l.e. 
2) Über diese Berechnung siche L. Michaelis, Journ. of Gen. Physiology. 
Jacques Loeb Memorial Volum. 1925, 
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für die Permeabilität, wenigstens relativ zu irgend einem Standard- 
wert, z. B. zu der Durchgängigkeit des K-Ions, gewinnen. Wird aber 
die Permeabilität noch kleiner, so versagt auch diese Methode. Die 
Ursache ist offenbar die, daß sich irgend ein stationärer Diffusions- 
zustand in solchen Fällen nicht mehr einstellt. In einem solchen Falle 
ist es nicht mehr möglich, ein einigermaßen konstantes Potential bei 
einer Diffusionskette zu erhalten. Dieser Fall liegt vor, wenn wir die 
zweiwertigen Kationen untersuchen. 

Wir hatten in der früheren Mitteilung!) beschrieben, daß eine 
Diffusionskette, z. B. von n/10 und n/100 KCl-Lösungen, mit einer 
Kollodiummembran eine wenigstens innerhalb einiger Millivolt repro- 
duzierbare und sich ziemlich schnell einstellende EMK gibt, welche 
ziemlich gut der Erwartung entspricht, wenn wir annehmen, daß 
die Cl-Ionen völlig undurchgängig, die K-Ionen aber durchgängig sind. 
Die Größe der EMK wäre für ein Konzentrationsverhältnis 1:10 
= 57 Millivolt, wenn die Aktivitäten des Kaliums in den beiden Lösungen 
sich wie die Konzentrationen verhielten. Da das Aktivitätsverhältnis 
aber in Wirklichkeit etwas kleiner ist, so muß ein etwas kleinerer Wert 
als 57 Millivolt erwartet werden, und zwar etwa 52 Millivolt. Dies 
wurde in unseren Versuchen auch bestätigt. Zwar geben nicht alle 
Exemplare der Hülsen wirklich diesen Maximalwert, aber er kommt 
doch häufig genge vor. Man muß nur in Betracht ziehen, daß häufig 
die Einstellung des Potentials überhaupt um etwa + 3 Millivolt un- 
sicher ist. Wenn man nun eine entsprechende Konzentrationskette 
mit zweiwertigen Kationen anstellt, so wäre nach der Theorie zu er- 
warten, daß ein Potential von annähernd halb so großem Werte sich 
einstellen sollte. Aber es stellt sich überhaupt kein sicheres Potential 
ein. Das kann man als Ausdruck für die Tatsache betrachten, daß 
die Permeabilität der zweiwertigen Ionen im allgemeinen so ungeheuer 
klein ist, daß irgend ein stationärer Zustand sich nicht mehr einstellen 
kann. Wir dürfen ihre Permeabilität daher als von gleicher Größen- 
ordnung wie die der Anionen betrachten, also praktisch = 0. Die 
Versuche ergeben folgendes: 

Eine genaue Protokollierung ist deshalb nicht möglich, weil die 
Potentiale zeitlich zu stark schwankend sind. Die in den Protokollen 
eingetragenen Werte sind daher ein wenig willkürlich und stellen Werte 
dar, welche nach längerer Beobachtung wenigstens einigermaßen 
stationär geworden zu sein schienen. Betrachten wir diese Werte für 
verschiedene Kollodiumhülsen, welche vorher mit Diffusionsketten 
von KCl und NaCl geprüft und als gut befunden worden waren 
(Tabelle I). Wir sehen, daß diese Hülsen mit Ca Cl,-Lósung 0,1 : 0,01 äqui- 





1) L. Michaelis und A. Fujita, Le 
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Tabelle I. 
Konzentrationsketten!). 
Kade EEN $ EMK in Millivolt ! 
Elektrolyte verbáltnis in EEN 
Normalität ú Hülse A Hulse B Hulse C ; HülseD Mittel 
| 
KCl ... 0,1:0,01 53.0 44.0 50.0 570 510 
NaCl. 01:001 | 48.0 53.0 4710 . 415 44 
CaCl. .  0,1:0,01 — 12.0 50.0 22,0 —40 , ? 
MgCl, 0,1:0,01 8,0 37,0 28 0 A ` 1 0 A ` ? 
| (43 nach l0' ) (11 nach40') 
Ba Cl, 0,1:0,01 404 7.04 23,0 134 280 
| (48 nach 60") (38 nach 60’) (55 nach 60') 
CuSO, .. 01:001 ` 29,0 16,0 504 ; 11,04 25: 
| (9 nach 30’ ) (17 nach 30’) 
ZnSO, . 0,1:0,01 6.04 39.0 y 17,0 — 250 ' °> 
(13nach60'”(20nach40) | 
AlCl, . .. 01:001 - 17,0 22,0 21,0 190y '200 
| | | (10 nach 30’) 
Cell. .: 0,1:001 ` 34,04 ` TOA 38,04 3754 ` ° 
I @ nach50') (55 nach 50’) (65 nach 50’) (41 nach 50') 
Th(NO,),, 0,1:0,01 36,0 45.0 38,0 300 32 
dasselbe 0 01: 0, 001 | 27,0 28 0 280 — ‚21,6 
dasselbe 0 ‚001: O, ‚0001 31,0 33,0 | 31.0 — ' 31,6 


valentnormal Werte geben, welche in Parallelversuchen nicht einmal 
dem Vorzeichen nach übereinstimmen. Das Potentiab der verdünnteren 
Lösung schwankt bei den vier verschiedenen Hülsen zwischen — 12 
und +50 Millivolt. Nicht besser steht es bei den Ketten mit MgCl, 
BaCl,, ZnSO, wo in den Protokollen zum großen Teil überhaupt keine 
zeitlich stationären Werte notiert werden konnten. Das einzige Kation. 
bei dem eine Andeutung einer Gesetzmäßigkeit vorhanden zu sein 
scheint, ist Cu. Die CuSO,-Kette gibt wenigstens in zwei Fällen 
ziemlich konstante Werte (29 bzw. 16 Millivolt), welche dem theoretisch 
zu erwartenden Wert von etwa 25 Millivolt für ein zweiwertiges Ion 
entsprechen mögen. Mit zwei anderen Kollodiumhülsen waren die 
Werte aber wiederum völlig schwankend, so daß wir über Cu schließ- 
lich auch nichts anderes aussagen können als über die anderen zwei- 
wertigen Ionen. 

Wir suchten noch auf andere Weise zu beweisen, daß die Un- 
zuverlässigkeit der Art der Ketten auf einer ungenügenden Perme- 
abilität der Kationen beruht. Das Prinzip dieser Methode ist folgendes. 
Eine Diffusionskette mit KCl n/100 und n/1000 gibt ein Potentidl 


1) Vorzeichen bezieht sich auf verdünntere Lösung. Fragezeichen 
bedeutet die Unmöglichkeit, sichere konstante Werte anzugeben. Die 
inkonstanten Werte sind zur Berechnung der Mittelwerte nicht mitgerechnet. 
A bzw. v bedeutet allmähliches Weitersteigen oder Fallen ohne festen 
Grenzwert. 


py 
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von +50 bis + 54 Millivolt für die verdünntere Lösung. Wenn man 
nun zu jeder der beiden KCl-Lösungen einen anderen Elektrolyten 
hinzufügt, dessen Konzentration auf beiden Seiten gleich ist, so muß 
dieser Zusatz die EMK vermindern, sobald die Permeabilitát des hinzu- 
gesetzten Kations nur irgendwie vergleichbar ist mit der des K-Ions. 
Daß dies der Fall ist, sieht man an folgenden Versuchen, in welchen 
als Zusatzelektrolyt NaCl bzw. LiCl genommen wurde (Tabelle II). 
Na drückt in einer Konzentration von beiderseits n/10 die EMK im 
Mittel bis auf etwa 10 Millivolt herunter und Li, entsprechend seiner 
geringeren Durchlässigkeit, nur bis auf im Mittel 17 Millivolt. Die 
Reproduzierbarkeit dieser letzten Zahl ist nicht sehr gut, wie immer 
bei Ketten, an denen das äußerst träge Li beteiligt ist. Die Diffusions- 
fähigkeit des Lithiums ist offenbar an der Grenze der einigermaßen 
genauen Meßbarkeit. Wenn wir nun derartige Versuche mit zwei- 
wertigen Kationen machen, so zeigt sich, daß diese die EMK der KCl- 
Kette noch viel weniger herabdrúcken. Die Konzentration des KCl 
betrug in den Versuchen stets n/10:n/100, und wenn der Zusatz- 
elektrolyt z. B. in Form von CaCl, beiderseits in einer Konzentration 
von n/100 zugegeben wurde, so zeigte sich überhaupt kein sicherer 
Einfluß auf das Potential. Wurde das CaCl, in größerem Überschuß, 
n/10 beiderseits, hinzugefügt, so zeigte sich ein kleiner Einfluß, eine 
Herabdrückung im Mittel auf 35 Millivolt. Noch kleiner und vielleicht 
in die Fehlergrenze fallend ist der Einfluß von MgCl,, ZnSO,, während 
der Einfluß von Ba vielleicht ein wenig größer, aber nicht reproduzierbar 
ist. Am deutlichsten ist der Einfluß bei Cu”, es ist wiederum das 
einzige zweiwertige Ion, bei dem eine gewisse Permeabilität noch am 
wahrscheinlichsten erscheint. 

Wir können somit über die zweiwertigen Ionen folgende zwei 
Aussagen machen. 1. Konzentrationsketten mit Salzen aus zwei- 
wertigen Kationen geben keinen bestimmten Potentialunterschied. 
2. Konzentrationsketten von KCl werden durch den Zusatz von zwei- 
wertigen Kationen im Überschuß nur wenig beeinträchtigt. Daraus 
folgt, daß die Durchgängigkeit der zweiwertigen Ionen selbst im Ver- 
gleich zum Li ungeheuer klein und etwa von derselben Größenordnung 
wie die der Anionen sein muß. 

Gehen wir nun zu den dreiwertigen Ionen über, so zeigt sich bei 
der Konzentrationskette mit AlCl ein ziemlich gut reproduzierbares 
Potential von etwa 20 Millivolt, bei CeCl, ein noch größeres, aber 
schlecht reproduzierbares Potential. Bei dem vierwertigen Thorium- 
nitrat stellt sich ebenfalls ein einigermaßen reproduzierbares Potential 
von durchschnittlich 30 bis 40 Millivolt ein. Zunächst möchte es also 
scheinen, als ob die drei- und vierwertigen Ionen viel besser permeabel 
sind als die zweiwertigen. Dies ist aber sehr unwahrscheinlich. Auch 


L. Michaelis u. A. Fujita 
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müßte der Potentialunterschied bei einer Kette mit vierwertigen Ionen 
sehr viel kleiner sein als der beobachtete, nämlich unter der Annahme, 
daß die Lösung nur vierwertige Thoriumionen enthält, im höchsten 
Falle u — 14,5Millivolt. Wir suchten daher nach einer anderen Möglich- 
keit, um die Potentiale der Kette mit höherwertigen Ionen zu erklären. 
Eine solche Erklärung fanden wir in folgender Überlegung. Alle Salze 
der drei- und vierwertigen Ionen sind in wässeriger Lösung merklich 
hydrolysiert, und zwei verschieden konzentrierte Lösungen von AlCl, 
oder Th(NO,), unterscheiden sich daher nicht nur in der Konzen- 
tration der Metallionen, sondern auch in der der H-Ionen. Wir können 
also solche Ketten einfach als H-Ionenkonzentrationsketten auffassen 
und die Metallionen selber als impermeabel und unbeteiligt an der 
Erzeugung der Potentialdifferenzen betrachten. Die folgenden Ver- 
suche ergeben die Berechtigung für diese Auffassung. 

Es wurde das Potential von Lösungen von AlCl, und Th(NO,), 
bei verschiedenen Konzentrationen gegen eine Wasserstoffelektrode 
gemessen. Es erwies sich als vorteilhaft, die Methode des geringen 
Eintauchens eines Platindrahtes in die Lösung bei ruhender H,-Blase 
in einer U-förmigen Elektrode!) zu benutzen. In solchen Lösungen 
stellte sich auf diese Weise das Potential sehr viel schneller und sicherer 
ein als mit Elektrodenanordnungen, wo das Platin tiefer eintaucht 
und das Gleichgewicht durch Schütteln oder Drehen der Elektrode 
erzeugt wird. Mit dieser Methode erhielten wir folgende Potential- 
differenzen gegen eine gesättigte Kalomelelektrode, welche gegen eine 
H,-Elektrode mit Standardacetat eine Potentialdifferenz von 514 Milli- 
volt hatte: 

Tabelle III. 


























Art der Konzentration | Temperatur Ss 2 Le cal Differenz ` PR 
Elektrolyte in Normalität °C leder "° | PH 
ee d m, be 7. iz E? pea == A ë Zeg ' Ee 
i 1 26 443.7 \ ı 8,44 
A (' . ei ¿š P 10 = H ` 
Dr geet sm a | 4635 1 198 3.77 
T'abelle IV. 
Art der - Konzentration Temperatur P. D. gegen | 
"ur . Zeg gesättigte Kalos»! Differenz PH 
Elektrolyte in Normalität ` °C melelektrode 
l. 26 380.5 36 
saat `A j; > p37 432 310 
\ 1000 Sn d 35,0 2 
| 26 | 457,0 | : 417 


:10000 


1) L. Michaclis, Praktikum d. physik. Chem., 2. Aufl., S. 164. Berlin, 
Julius Springer, 1922. 
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Wir erkennen hier die deutlich saure Reaktion dieser Salzlósungen. 
Der Potentialunterschied von AlCl, n/10 und n/100 gegen die H,-Elek- 
trode betrágt 20 Millivolt (Tabelle 111). Er ist praktisch gleich der 
EMK der Diffusionskette mit Kollodium und denselben beiden AlCl,- 
Lösungen (Tabelle I). Damit dürfte der Beweis erbracht sein, daß 
auch bei der Kollodiumkette die H-Ionen allein das Potential bestimmen, 
denn wenn eine Membran mit zwei Elektrolytlösungen in Berührung 
ist und von allen vorhandenen Ionenarten nur für eine einzige per- 
meabel ist, so muß aus thermodynamischen Gründen das Membran- 
potential gleich sein dem Potentialunterschied einer gewöhnlichen 
Konzentrationskette mit metallischen Elektroden der betreffenden 
Art. Entsprechendes zeigte sich bei Thoriumnitrat (Tabelle IV). Der 
Potentialunterschied einer Thoriumnitratlösung gegen eine H,-Elektrode 
ändert sich um ungefähr 35 bis 40 Millivolt, wenn man die Lösung 
um das Zehnfache verdünnt. Ganz entsprechend beträgt auch die 
EMK der Kollodiumkette mit Thoriumnitrat bei einem Konzentrations- 
verhältnis 1:10 etwa 30 bis 40 Millivolt (Tabelle I). 

Damit glauben wir bewiesen zu haben, daß das Membranpotential 
bei Gegenwart von höherwertigen Ionen allein durch die H-Ionen 
vorgeschrieben wird. Daraus folgt eine Impermeabilität der höher- 
wertigen Ionen. 


Zusammenfassung. 


Fassen wir nunmehr alles zusammen, was wir über die Perme- 
abilitát der Ionen bei unserer Kollodiummembran festgestellt haben, 
so ergibt sich folgendes. 

Bei weitem am leichtesten permeabel ist das H-Ion, ihm folgt 
in großem Abstand Rb, K, in einem gewissen Abstand ferner Na, wieder- 
um in weitem Abstand Li. Hier ist die Grenze erreicht, wo die Perme- 
abilität noch einigermaßen meßbar ist. Alle anderen Ionen sind praktisch 
undurchgängig. Das sind die zwei-, drei- und vierwertigen Kationen 
und sämtliche, sogar einwertige Anionen. Sogar die OH-Ionen müssen 
wir hierin einschließen, wenn es auch möglich ist, daß ihre Perme- 
abilität nicht ganz so klein wie die der anderen Anionen ist. Die Ent- 
scheidung darüber war bisher sehr schwierig, sicher ist nur, daß ihre 
Permeabilität auf jeden Fall sehr viel kleiner ist als die des Lithiums, 
desjenigen Ions, welches von allen Ionen mit noch meßbarer Perme- 
abilität das am wenigsten permeable ist. 


Über das Vorkommen von Methylmercaptan 
in frischer Raphanuswurzel (Daikon, Raphanus Sativus, L.). 


Von 
Nobuzo Nakamura. 
(Mitgeteilt von U. Suzuki.) 
(Aus dem agrikulturchemischen Institut der Universitát Tokio.) 


(Eingegangen am 6. August 1925.) 


Daß durch Fäulnis des EiweiBkórpers Methylmercaptan gebildet 
wird, ist eine altbekannte Tatsache. Das Vorkommen desselben in 
frischem Pflanzengewebe ist aber bis jetzt von niemandem bewiesen. 
Wenn man frische Raphanuswurzel fein zerreibt und, wie es bei uns 
Sitte ist, den Brei derselben (Daiko-oroshj) bereitet, so entwickelt sich 
ein eigentümlicher Geruch. Bringt man Bleiacetatpapier in die Nähe, 
so bildet sich darauf in kurzer Zeit ein gelblichbrauner metallglänzender 
Belag. 

Wird der Brei in einem Rundkolben vorsichtig erwärmt und unter 
langsamer Luftleitung bei vermindertem Druck destilliert und der ent- 
wickelte Dampf in Äthylalkohol eingeleitet, so wird die flüchtige Substanz 
vom Weingeist aufgenommen. Diese Lösung riecht stark nach dem 
ursprünglichen Brei und zeigt folgende Reaktionen. 

1. Mitalkalischer Nitroprussidnatriumlösung gibt sie Violettfärbung, 
diedurch Zusatz von Säuren verschwindet und durch Alkali wieder zum 
Vorschein kommt. 

2. Mit wásseriger Quecksilbercyanidlósung bildet sie eine gelblich- 
weiße Fällung. 

3. Mit Bleiacetat entsteht ein gelber Niederschlag. 

4. Mit Quecksilberchlorid erhält man eine weiße Fällung. 

Diese Reaktionen lassen auf das Vorhandensein von Methyl- 
mercaptan schließen. Um es als charakteristische Quecksilberverbindung 
zu isolieren, hat der Verfasser mit größeren Breimengen gearbeitet. 
‚Zu diesem Zweck wurde der Brei in einem großen Rundkolben mit 
—Uxalsiure angesäuert und das Ganze unter langsamer Luftleitung bei 
vermindertem Druck der Destillation unterworfen. Das Destillat wurde 
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in eine 3 proz. wässerige Quecksilbercyanidlósung eingeleitet. (Der 
Zusatz von Oxalsäure hat den Zweck, die Austreibung des Mercaptans 
zu beschleunigen. Siehe: Fränkel, Praktikum der Medizinischen Chemie). 

Der dabei entstandene weißlichgelbe Niederschlag wurde abgesaugt 
und im Exsikkator über Chlorcalcium getrocknet. Wird diese Substanz 
mit viel Aceton heiß extrahiert, so geht ein Teil in Lösung, und nach 
dem Erkalten scheiden sich perlmutterglänzende weiße Kristalle von 
Quecksilbermercaptan aus. Der in Aceton unlösliche gelbe Rückstand 
löst sich in den gewöhnlichen Lösungsmitteln wie Alkohol, Methyl- 
alkohol, Ligroin, Äther, Eisessig, Benzol und Toluol nicht, so daß der 
Verfasser kein geeigmetes Mittel finden konnte, um ihn zu reinigen. Es 
wurde nur bestätigt, daß darin Kohlenstoff, Wasserstoff und Schwefel 
enthalten sind. 

Die mit Aceton extrahierten Kristalle sind im Alkohol und Äther 
sehr wenig, in Aceton, Chloroform und Essigester etwas leichter löslich: 
in Wasser, Methylalkohol, Benzol, Ligroin und Toluol sind sie unlöslich. 
Sie enthalten weder Stickstoff noch Halogen. Wenn mit metallischem 
Natrium geglüht und der Rückstand in Wasser gelöst wird, so gibt die 
Lösung mit Nitroprussidnatrium eine schöne rote Färbung oder mit 
Bleiacetat und Essigsäure eine schwarze Fällung. Damit ist die An- 
wesenheit des Schwefels nachgewiesen. 

Im Kapillarrohr erhitzt, wird die Substanz gegen 150° allmählich 
braun und zersetzt sich bei 172% (unkorr.). Nach den Literaturangaben 
ist der Schmelzpunkt von (CH,S),Hg 175% und von (C,H,S),Hg 86°. 

Wird diese Substanz mit konzentrierter Salzsäure erwärmt und 
das dadurch frei werdende Gas in Alkohol eingeleitet, so wird es voll- 
ständig vom Alkohol aufgenommen. Diese Lösung riecht stark nach 
Mercaptan und gibt folgende Reaktionen: 

l. Mit Nitroprussidnatrium und Alkali: Rotfärbung, die durch 
Zusatz von Säuren verschwindet und durch Alkali wieder zum Vorschein 
kommt. 

2. Mit Isatin und Schwefelsäure: rote Färbung. 

3. Mit Ammoniak und verdünntem Eisenchlorid : rotbraune Färbung. 

4. Mit wässeriger Quecksilbereyanidlösung: weiße Fällung. 

5. Mit Alkali und Bleiacetat: gelber Niederschlag. 

6. Mit Quecksilberchlorid: weiße Fällung. 

Alle diese Reaktionen sind charakteristisch für Mercaptan. 

Zur Analyse wurde die Substanz in vacuo bei 80% getrocknet. 

Bei der Analyse wurde die Substanz mit Bleichromat verbrannt. 





Substanz | CO, H,O | C | H 


- < 


I g SC g g Proz. 
0,2476 0,0731 0,0480 8,62 
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Quecksilberbestimmung. 








| Subskanz | I HgS | Hg 
g ' g ! Proz. 
0,1358 ' 0,1105 | 70,14 


Zur Quecksilberbestimmung wurde die Substanz mit konzentrierter 
Salzsáure zerlegt und mit Schwefelwasserstoff behandelt; das Queck- 
silber wurde als HgS gewogen (Ad. Schenck und A. Michaelis, Ber. 21, 
1501, 1888). 


Vergleich obiger Analvsenzahlen mit dem Prozentgehalt einiger Quecksilber- 


























mercaptide. 
AAA | C = H | Hg I 
BEER | Proz Proz. | l Proz 
Gefunden `... anaa "So 215 ' 70,4 
Berechnet für (CH,S,Hg . . . . 8,16 | 2,06 | 68,03 
x: » (CgH,S,Hg . . . | 14,91 | 3,13 62,11 
a » (C¿H,S) Hg | 20,57 4,03 | 58,03 


Also stimmt die Analysenzahl mit der des Quecksilbermethyl- 
mercaptans überein. 

Das Vorkommen von Methylmercaptan in frischer Raphanus- 
wurzel ist hiermit sicher festgestellt. Ob ein Teil desselben während 
der Destillation aus einer labilen Muttersubstanz gebildet wird, bleibt 
noch zu entscheiden. Es ist aber kaum zu bezweifeln, daß ein großer 
Teil desselben in freism Zustande vorkommt. Aus 40 kg frischer 
Wurzeln wurden 3 g Rohquecksilberverbindungen und hieraus 1 g reines 
Quecksilbermethylmercaptan isoliert. Auf freies Mercaptan berechnet, 
entspráche das 0,31 g. 
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Über die Wirkungsstärke von Hypophysenextrakten, 
gemessen an ihren antidiuretischen Eigenschaften. 


Von 
W. Kestranek, H. Molitor und E. P. Pick. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitát Wien.) 
(Eingegangen am 6. Auqust 1925.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die praktische Bedeutung, welche die antidiuretische Wirkung 
von Hypophysenpräparaten in der Therapie erlangt hat, macht es 
wünschenswert, diese Fähigkeit der Hypophysenextrakte möglichst 
quantitativ zu fassen und sie fernerhin mit anderen bekannten Eigen- 
schaften dieser Drüse zu vergleichen; hierfür scheint sich bis jetzt am 
besten die orytocische Wirkungskomponente zu eignen. 


I. Methodik. 


Die diuresehemmende Wirkung der Hypophysenpräparate läßt 
sich am genauesten und bequemsten an Hunden messen, denen 
eine Dauer-Blasenfistel angelegt worden ist!); neben diesem Ver- 
fahren, das allerdings die vorherige Vornahme einer streng asep- 
tischen Bauchoperation voraussetzt, hat sich uns in letzter Zeit die 
Auswertung von Hypophysenextrakten an Kaninchen bewährt, bei 
denen der Harn möglichst quantitativ durch Abpressen gewonnen wird. 


a) Methode zur Anlegung der Dauer- Blasenfistel. 

Diese operative Methode wurde zuerst von ©. Schwarz und W. W ie- 
chovski angegeben und ist ausführlich im Zentralblatt für Physiologie. 
Bd. 28, Nr.8, 8.439, mitgeteilt. Sie gestattet, Hunde mit einer 
permanenten Blasenfistel viele Monate in gebrauchsfähigem Zustande 
zu halten, so daß ohne besondere Pflege zwei bis drei derartige 
Hunde genügen, um während eines Jahres sämtliche in Frage kommenden 


1) Siehe Molitor und Pick, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmakol. 101, 
169, 1924. 
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Auswertungen an ihnen vorzunehmen. Am besten eignen sich hierzu 
weibliche Tiere im Gewichte von 8 bis 12 kg. 


Die von uns in manchen Punkten modifizierte Methode der Anlegung 
der Blasenfistel gestaltet sich wie folgt: Nach einem 6 bis 8cm langen 
Schnitt in der Linea alba, der gegen die Symphyse geführt wird und welcher 
die ganze Bauchwand durchtrennt, wird die Blase vorgezogen und gegen die 
freie Bauchhöhle mit Kompressen abgedeckt ; der am tiefsten gelegene Punkt 
der Blase wird durch eine Naht markiert und sodann mit einem etwa 
lem langen Schnitt die Blase am Blasenhalse eröffnet und entleert; durch 
diese Öffnung wird die mit einem Stachel bewehrte Blasenkanüle eingeführt 
und an der vorher markierten Stelle von innen durch die Blase durch- 
gestoßert. Der Einschnitt am Blasenhalse wird durch einige dicht. gesetzte 
Knopfnähte verschlossen. Jetzt wird etwa 1 bis 1,5 cm von der Linea alba 
ein Troikart durch Haut-Muskelschicht und parietales Peritoneum vor- 
sichtig durchgestoßen und nach Zurückziehen des Stachels durch seine 
Hülse die Blasenkanüle nach außen geführt, nunmehr die Hülse entfernt 
und auf die Blasenkanüle an Stelle des scharfen Stachels eine Hartgurnmi- 
platte von 2cm Durchmesser und ein Verschlußhahn eingeschraubt. Die 
Bauchwand wird in drei Etagennähten verschlossen. Als Material für 
Blasenkanülen bewährte sich uns am besten Hartgummi, da dieser im Gegen- 
satz zu Aluminium auch bei langem Liegen in der oft cystitischen Blase 
nicht angegriffen wird und eine solche Kanüle sogar für mehrere Operationen 
verwendet werden kann. Der Eingriff wird von den Tieren sehr gut ver- 
tragen. Wir hatten niemals einen Verlust zu verzeichnen. Bei geschlossener 
Kanüle wird der Harn auf natürlichem Wege entleert. Am achten Tage 
nach der Operation sind die Tiere zum Versuche verwendbar. Vor jedem 
Versuch ist es nötig, sich von dem guten Funktionieren der Kanüle in der 
Weise zu überzeugen, daß nach Injektion von 10 cem Borwasser durch die 
Kanüle dieselbe Menge nach Öffnen des Hahnes quantitativ zurückgewonnen 
werden kann. Das Auftreten von Cystitiden, die sich früher oder später 
infolge der Fremdkörperwirkung der Kanüle einstellen, ist nicht zu ver- 
meiden, aber für den Ausfall der Diureseversuche an sich belanglos. 


b) Methodik der Diureseversuche. 

Bei Anstellung der Versuche ist darauf zu achten, daß die Tiere 
spätestens fünf Stunden vor Versuchsbeginn getrunken und gefressen 
haben, da sowohl die Nahrungs- wie auch die Fliissigkeitsaufnahme 
auf den Diureseversuch störend einwirken. Bei Verwendung von Ka- 
nnchen ist darauf zu achten, daß bei Trockenfütterung Te Oehme !)] 
die Gewebe der Tiere das per os zugeführte Wasser auf Kosten der 
Diurese begierig aufnehmen und festhalten. Es müssen daher in solchen 
Fällen an drei aufeinander folgenden Tagen Kontroll-Wasserversuche 
dem eigentlichen Diureseversuch vorausgeschickt werden. Erst wenn 
diese ein gleichmäßiges Ergebnis geliefert haben, kann das Tier zum 
Versuch verwendet werden. Das Gewicht der zu unseren Versuchen 
verwendeten Kaninchen betrug 1.2 bis 2,8kg. Die mittels Schlund- 
snde zu Versuchsbeginn zugeführten Wassermengen betrugen bei 


l) C. und M.Oechme, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 127, 1918. 
3% 
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Hunden 250 ccm, bei Kaninchen 100 ccm. Die vermehrte Harnaus- 
scheidung beginnt in der Regel beim Hunde nach 20 bis 30 Minuten. 
erreicht ihr Maximum etwa nach 40 bis 50 Minuten und kehrt nach 
1 1;, bis 2 Stunden zur Norm zurúck; von der zugeführten Menge (250 ccm) 
werden nach 11; Stunden 60 bis 70 Proz., nach 2 Stunden in der Regel 
80 Proz. ausgeschieden. Die einzelnen Harnportionen werden in Ab- 
ständen von 10 Minuten durch 11: bis 2 Stunden gesammelt. Dir 
Wasserdiurese bei ein und demselben Hunde ist ziemlich konstant, so dab 
jede Änderung ihrer Größe als Ausschlag gut verwertbar ist: dagegen 
sind die Wasserdiuresen verschiedener Hunde durchaus verschieden und 
untereinander nicht vergleichbar. Um Vergleichswerte zu gewinnen. 
müssen die betreffenden Präparate an ein und demselben Tier ausgewertet 
worden sein. Beim Kaninchen sind auch an ein und demselben Tiere 
die Wasserwerte nicht so konstant wie beim Hunde und schwanken bei 
verschiedenen Tieren ganz außerordentlich. Es lassen sich daher an 
Kaninchen so feine quantitative Unterschiede wie an Hunden in der 
Regel nicht feststellen, wenn auch die Auswertung für gröbere Wirkungs- 
unterschiede am Kaninchen mit Erfolg vorgenommen werden kann. 
Die Kaninchen werden nach Eingabe von 100 ccm Wasser und sub- 
kutaner Injektion des zu prüfenden Präparates jede halbe Stunde 
3 Stunden hindurch abgepreßt. Die Ergebnisse sind aus den bei- 
gegebenen Protokollen und Abbildungen zu ersehen (s. Tabelle I und 
Kurve la, b. c). 
Tabelle I. 


Diuresehenunung bei Kaninchen. 


5 stündige Harn»  Sstündige Harnmenge | 


menge nach n.100ccm H. O per os 
Nr. 100 ccm H. O und Hypophysens Anmerkung 
per os extrakt subkutan 
_ com 8 Com WW 
2 81 135 0.1 ccm Pituglandol 
4 93 7.0 02 a = 
D ` 134 14,5 KURSES a 
l 83 8.5 02 , S 
j | 62 6,5 0,2 


Auswertung von Pituglandol an Kaninchen. 





Harnmenge Zeit Harnmenge 


Kaninchen Nr. 27, 1600 g. 
16100” | 100 com Wasser per os 16500" 0,1 Pituglandol subkutan, 


Zeit 


16 30 ` H cem 100 ecm Wasser per os 
17 00 KS 16 30 0 
1730 31 „ 17 00 3 eem 
18 00 ll . 17 30 2 . 
18 30 4, 18 00 Ze 
| 18 30 2 
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Zeit Harnmenge | Zeit ! Harnmenge 








Kaninchen Nr. 32, 1200 g. 


9600’ ; 100 ccm Wasser per os 900 I 0,05 Pituglandol subkutan. 
930 | 5 com . 100 eem Wasser per os 
10 00 | 14 , 9 30 d 2 cem 
10 30 | 19 , 10 00 | 05 „ 
100 | 13 „ 10 30 | 0,2, 
1130 | 0 ` 11 00 | 02. 
12 00 | g, 11 30 | 5, 
| 12 00 | 4 „ 


Kaninchen Nr. 46, 1600 g. 
16550" ' 100 ccm Wasser per os 16:00” | 0,05 Pituglandol subkutan, 


1720 ` 2 com | 100ccm Wasser per os 
17 50 . 10 „ 16 30 | 2 ccm 
1820 ` 10 „ 1700 | 03, 
18 50 ` 16 „ 17 30 | 0,2. 
1940 ` 30 , 18 00 |, 3 , 
1830 | 10 ` 


Kaninchen Nr. 9, 2800 g. 


16500' 100 ccm Wasser per os 10500” ` 0,05 Pituglandol subkutan, 
16 30 | Leem d 100 cem Wasser per os 
17 00 5, 10 30 | 0,5 com 
17 30 | ]3 , 11 00 | 5 
18 00 | 26 „ 11 30 | 05 „ 
18 30 | 15 „ 12 00 | 9. š 
19 00 | 10 „ 12 30 | 3 „ 

| 10 | 22 , 

80 





60 


40 





0 JO" 60" 92 120 15077180 
Abb. la. Abb. 1b. Abb. 1 c. 
Kaninchen 27, 1600 g. Kaninchen 32, 1200 g. Kaninchen 46, 1600 g. 


0.1 ccm Pituglandol. 0,05 ccm Pituglandol. 0,05 ccm Pituglando!. 
ee aa: ' SS H 
me EE E menge | nach Eingabe von 100 ccm Wasser 
gesamte ausgeschiedene Harnmenge | 


` in je 30’ ausgeschiedene Harnmenge | nach Eingabe von 100 ccm Wasser und 
UH gesamte ausgeschiedene Harnmenge subkutaner Pituglandolinjektion 


Die folgenden Versuche sind an Blasenfistelhunden ausgeführt. 
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ll. Auswertung frischer Hypophysenextrakte. 


Die Drisen wurden sofort nach Entnahme im Schlachthause in 
der Weise verarbeitet, daß je vier Hinterlappen gewogen, mit Quarz- 
sand zerrieben und in 40 ccm n/50 N-Salzsäure aufgenommen wurden; 
nach kurzem Absetzenlassen wurden mit diesem Extrakt Versuche 
angestellt. Das Gewicht der vier Hinterlappen schwankte zwischen 
1,0 g und 2,0 g, so daß durchschnittlich pro Hinterlappen 0,25 bis 0.5g 
an Gewicht zu rechnen sind. 


Tabelle Il. 


Auswertung frischer Drüsenextrakte am Blasenfistelhund. 























0,0 | . 
A ge cm peros _ Tm E? | ps ge i ER | 
9h00’ 250 
9 10 2 | 2 1 1 25 
9 20 4 | 25 l l 95 
930 ` 16 | 1,5 l ] 9 
9 40 37 1,5 1 x 1.5 ll 
950 a 2 005 | 15 95 
10 00 ` 39 | 1.5 1,5 1,5 10 
10 10. oun | I 1 | 1,5 15 
10 20 28 3 l 1,5 125 
10 30 ` 9 25 1 2 x 4 
]0 40 | 2 2 
10 50 | 1,5 2 | 
Tabelle III. 
1 Stunde 11's Stunden 
o s _ eem | eem | 
Wasserversuch . . 83 | 116 
0,000 025 g frische Drüse 67 98 
00025g , š 7 | 12 
0,0025 e I 75 ' 12.5 
0.02 g & e 6 9 


i 


Wie die angeführte Tabelle zeigt, tritt eine volle Hemmung der 
Diurese an einem 10 kg schweren Hunde noch mit !/ioọ cem des obigen 
frischen Drüsenextraktes, entsprechend 0,00025 g frischer Drüse. ein. 
Dieses Extrakt ist als ein besonders wirksames anzusehen, andere in 
gleicher Weise hergestellte Extrakte ergaben wohl Werte derselben 
Größenordnung, aber um das Zwei- bis Dreifache höher, so daß man 
annehmen muß, daß Mengen von 0,25 bis 0,75 mg frischer Drüse anti- 
diuretisch zu wirken imstande sind. Berechnet man, daß die frische 
Drüse etwa 80 bis 84 Proz. Wasser bei der Trocknung verliert, so ist 
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der Wirkungswert der getrockneten Driise auf etwa 0,05 bis 0,15 mg 
zu veranschlagen. 

Versuche, die über die Widerstandsfähigkeit dieser Drüsenextrakte 
gegen Kochen in saurer Lösung Aufschluß ergeben sollten, haben gezeigt, 
daß Lösungen, die mit 1, Proz. HCl hergestellt worden waren, selbst 
eine halhe Stunde lang über freier Flamme unter Rückflußkühler gekocht 
werden können, ohne ihre antidiuretische Wirkung einzubüßen. 


HII; Auswertung des Vógtlinschen Standardpráparates?). 


Zur Untersuchung gelangten zweierlei, in zugeschmolzenen Röhrchen 
gehaltene Proben: L, und K,. Die Wirkung dieser Trockenpräparate 
wurde im Oktober 1923, Februar 1924 und Dezember 1924 geprüft, 
wobei sich keinerlei Abnahme der Stärke in bezug auf die antidiuretische 
Wirkung feststellen ließ; die Präparate sind daher als außerordentlich 
konstante und somit ausgezeichnete Standardpräparate anzusehen. 
Die Präparate wurden der Vorschrift gemäß in der Weise behandelt, 
daß 10 mg der Trockensubstanz in JO cem !/, proz. Essigsäure gelöst, 
die Lösung gekocht und filtriert wurde; 1 cem dieser Lösung entspricht 
Img Trockensubstanz. 














Tabelle IV. 
Testpräparat K,. Testpráparat L;,. 
| 1 Stunde 1!/2Stunden iii | 1 Stunde pa 
EEN | ccm cm ` IJ em j een 
Hund 2. Hund ô. 

Wasser (250 cem)! 81 123 Wasser (250 cem) 58 ` 164 
0,0005 g K, 27,5 39 0,0025 g L, 103 11,6 
0,001 g K, | 185 | 19 0,0005 g L} | 11,8 15,3 

Hund 1 0,00025 g L, 175 24 
. Wee 0,0001 g L, | 135 22 

Wasser (250 ccm)|| 84 | 162 | 

00018 K, | 795 | 1475 Hund 7. 
0,0002 e K, 124 | 140 Wasser (250ccm) 80 ' 133 
0,001 g K, 195 |; 19 000 zL, | 11 18.5 
Hund 2. 
Wasser (250 ccm) 81 | 123 
0,0008 g L, 9,5 14 
00002g L, , €6 | 72 


Aus der Tabelle IV und den Abb. 2 und 3 ergibt sich, daß die 
beiden Standardpräparate in ihrer Wirkung ein wenig abweichen, 
indem das Präparat K, sich 3 bis 10mal schwächer erweist als das 
Präparat L,. Vergleicht man die mit den Standardpräparaten erhaltenen 

I) Siehe Smith und Mc Klosky, United States Public Health-Service, 
Reprint 822. 
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Werte mit denen, welche bei Verwendung frischer Driisenextrakte 
erreicht wurden, so ergibt sich eine gute Übereinstimmung des anti- 
diuretischen Wirkungswertes zwischen dem Trockenpráiparat* L, und 
unserem frischen Drüsenextrakt. 
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Abb. 2. Abb. 3. 


Diureschemmende Wirkung der Vögtlin schen Testpriparate K. und L}. 


IV. Auswertung von Handelspráparaten. 


Geprüft wurden im Handel befindliche Präparate belgischer, 
deutscher englischer, französischer ‚österreichischer, tschecho-slovakischer 
und ungarischer Herkunft !). Die belgischen und französischen Präparate 
verdanken wir der großen Liebenswürdigkeit des Herrn Professor 
C. Heymans. Die Auswertung ein und desselben Präparates wurde so- 
wohl am gleichen Tiere wie auch vergleichsweise an verschiedenen Tieren 
(insgesamt sieben Hunden) vorgenommen. Als wirksamer Grenzwert 
wurde jene Menge des Präparates angenommen, welche imstande war, 
die normale Wasserdiurese innerhalb 11⁄4 Stunden mindestens au 
20 Proz. ihres normalen Wertes herabzudrücken. Als Beispiele für die 
Auswertung geben wir die Protokolle dreier Versuchsserien von drei 
verschiedenen Präparaten (Pituglandol, Hypophen, Post-Hypophyse) 
wieder. 

1) Zur Untersuchung gelangten die folgenden Präparate: 1. Pituitrin 
Parke & Davis; 2. Post-Hypophyse E. Choav, Paris; 3. Endocrisines 
Fournier, Paris; 4. Ampoules Vesales Pharma Bruxelles; 5. Pituglandol 
Roche; 6. Hypophen Gehe: 7. Coluitrin Freund € Redlich; 8. Pituisan 
Sanabo, Wien; 9. Glanduitrin Richter, Budapest: 10. Pituitrin Heisler, 
Chrast; 11. Pituin Chem. pharm. Werke, Graz. 
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Tabelle V. 
A Hernmenge WEN ` Harmmenge 
I nach 11/, Std. I nach 1/, Std. 
rn er een ee, en A 
1. Pituglandolauswertung. 2. „Post-Hypophyse“-Choay- 
Wasserversuch . . . +. | 162 Auswertung. 
0.03 com Pituglandol , | 84 Wasser (250 cem). . | 155 
005 , x" Ss 22 0,005 cem Choay . . | 99 
01 - h 13 001 , a I 14 
04 „ 5 | 15 00 „ i ' 6 
| 005 , E | 3 
Wasserversuch . . . . ' 154 0,2 S i Sek I 4 
l cem Pituglandol . ' 144 
0.15 A i We ' . 137 3. Hypophen- Gehe- Auswertung. 
02 „ = , 13 Wasser (250 cem). . | 155 
03 _ E i 13 0,1 cem Hypophen . | 93 
25, I . | 67 
0,4 ” ” > | 5,5 


Die Ergebnisse der Versuche sind aus folgender Tabelle zu ersehen: 














mg frischer Drüse in 1 ccm I| - mg frischer Drüse in 1 ccm 
Praparat = _ _—__m—_————_— Präparat —— N EERE 

angeblich tatsächlich angeblich tatsächlich 

` 125 0 FO 2 28 

B 250 D G ou ` 5 

° 200 05 H , 200 16 

D 250 1,25 I ' E | 50 

E 250 1,6 K pp = 50 





Bei der Durchsicht fällt vor allem die höchst mangelhafte Über- 
einstimmung der experimentell bestimmten Wirkungswerte mit den 
von den Herstellern verzeichneten auf. Die gleiche Erfahrung hat auch 
Trendelenbu»g bei Benutzung der Uterusmethode gemacht (Klin. 
Wochenschr., IV. Bd., Nr. 1, S. 9); insofern von ihm und uns Präparate 
gleicher Herkunft untersucht worden sind, zeigt sich eine durchaus 
befriedigende Übereinstimmung der mit den zwei verschiedenen Me- 
thoden gewonnenen Ergebnisse. Auch uns erwiesen sich nahezu in der 
gleichen Größenordnung wie Trendelenburg am wirkungsvollsten die 
Präparate: Parke-Davis, Choay und dann in weitem Abstande Pitu- 
glandol, Pituisan und Hypophen. Auch aus dieser Zusammenstellung 
geht hervor, wie ungemein wichtig die biologische Standardisierung der 
Hypophysenextrakte ist. Der in vielen Fällen auffallende Widerspruch 
zwischen den experimentell gefundenen Werten mit den angegebenen 
nötigt zu der Annahme, daß unbekannte und bisher zu wenig berück- 
sichtigte Umstände die Haltbarkeit der Präparate ungünstig beeinflussen. 
Wahrscheinlich spielt hierbei sowohl der Eiweißgehalt als auch das 
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Alter der Präparate sowie ihre Reaktion eine wesentliche Rolle. Zu 
berücksichtigen wäre ferner die Tatsache, daß manche Glassorten bei 
längerem Lagern Alkali an die Flüssigkeit abgeben. 


Y. Vergleich der antidiuretischen mit der oxytocischen Substanz. 


Es liegt im Wesen aller Untersuchungsmethoden, welche an isolierten 
Organen angestellt werden, daßsieschon mit viel kleineren Mengen arbeiten 
als jene, welche das ganze lebende Tier als Prüfungsobjekt verwenden. 
Ganz besonders gilt dies für die Prüfungsmethode der Hypophysen- 
präparate am überlebenden Meerschweinchenuterus. Vergleicht man 
die Mengen, welche am lebenden Hunde oder Kaninchen angewendet 
werden müssen, um Hemmung der Diurese zu erzielen, mit jenen, welche 
eben noch imstande sind, eine Uteruskontraktion herbeizuführen. so 
findet man, daß im Durchschnitt der isolierte Uterus bereits auf eine: 
100fach geringere Konzentration mit einer Kontraktion reagiert als 
das lebende Tier mit Diuresehemmung. Es ist daher natürlich, daß 
schwach wirksame Präparate, welche keine Hemmung der Diurese 
mehr bewirken, noch immer in entsprechender Konzentration Uterus- 
kontraktionen auslöseri können. Der Vergleich der Empfindlichkeit 
der Diurese- mit der Uterusmethode, welch letztere nach den Vor- 
schriften von Trendelenburg und Borgmann, sowie Burn und Dale aus- 
geführt wurde, an verschiedenen Handelspräparaten ergab, daß alle 
Präparate, welche keinen oder nur einen geringen antidiuretischen 
Effekt aufwiesen, auch am Uterus nur in sehr hoher Konzentration 
wirksam sind. So erwiesen sich die Präparate „A“ und ,,B“ nur in 
Mengen von 0,1 ccm auf ein 12 ccm fassendes Bad wirksam, während z.B. 
von ,,C“* 0,05 ccm und von dem hoch wirksamen ‚K“ bereits 0,0001 ccm 
den gleichen Effekt hervorbrachten. Es scheint daraus hervorzugehen. 
daß die mit der Uterusmethode gewonnenen Ergebnisse mit jenen 
der Diuresemethode gleichsinnig verlaufen, bzw. daß die oxytocische 
mit der antidiuretischen Fähigkeit parallel geht. Hieraus würde 
sich des weiteren ergeben, daß die quantitativ ausgearbeitete Uterus- 
methode geeignet ist, Aufschluß über das oxytocische und damit 
gleichzeitig auch über das antidiuretische Vermögen eines Hypophysen- 
präparates zu geben ?). 


Zusammenfassung. ! 
I. Die Wirkungsstárke von Hypophysenpräparaten läßt sich durch 
Feststellung ihrer antidiuretischen Eigenschaften quantitativ bestimmen. 
1) Über das Zusammengehen der oxytocischen, antidiuretischen und 
pressorischen Fähigkeit von Hypophysenextrakten haben bereits E. Leyko 
und H. Sikorski 1923 aus dem pharmakologischen Institut von Prof. 
Modrakowsk' in Warschau berichtet. 
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Da die antidiuretische Fähigkeit gleichsinnig mit. den oxytocischen 
Eigenschaften verläuft, lassen sich die so gewonnenen Resultate zur 
Beurteilung beider therapeutisch wichtigen Eigenschaften verwerten. 

II. Die empfindlichste Methode, die Diuresehemmung festzustellen, 
ist die am Blasenfistelhund; sie gestattet auch, aus dem Verlauf der 
Diuresekurve Verunreinigungen der Hypophysenpräparate mit Adre- 
nalin oder Histamin zu erkennen. Als eine zweite, weniger empfindliche, 
aber unter den beschriebenen Vorsichtsmaßregeln durchaus brauchbare 
Methode kann auch die Auswertung der Diuresehemmung an Kaninchen 
ausgeführt werden. Ein großer Vorteil bei Verwendung von Blasen- 
fistelhunden liegt in der Einfachheit der Beobachtung und der be- 
quemen Ablesung. 

III. Als Standardpräparat, mit welchem zweckmäßig die übrigen 
Präparate verglichen werden können, bewährt sich in ausgezeichneter 
Weise das Vögtlinsche Aceton-Trockenpräparat. 

IV. Die mit der Uterusmethode gefundenen Werte stimmen mit 
den mittels Diuresehemmung gewonnenen überein; die nach den Vor- 
schriften von Trendelenburg und Borgmann, und Burn und Dale aus- 
geführte Uterusmethode unterscheidet sich nur in ihrer Empfindlichkeit 
insofern von der Methode der Diuresehemmung, als der isolierte Uterus 
bereits auf viel kleinere Konzentrationen reagiert als die lebenden Ver- 
suchstiere. 

V. Es wird gezeigt, daß die verschiedenen Handelspräparate im 
weitesten Ausmaß auch in bezug auf die antidiuretischen Fähigkeiten 
Unterschiede aufweisen, wie sie ähnlich von Trendelenburg auch be- 
züglich der oxytocischen gezeigt wurden. Da erfahrungsgemäß sowohl 
das Alter als auch der Eiweißgehalt und Säuregrad der Präparate 
für die Instabilität derselben häufig maßgebend sind, würde es sich 
empfehlen: 1. Das Datum der Einfüllung in ähnlicher Weise wie bei 
Heilseren jeweils auf den Ampullen kenntlich zu machen und 2. den 
Eiweißgehalt der Präparate zu kontrollieren; Präparate, die längstens 
ein Jahr im Verkehr sind, sollten nur nach neuerlicher Überprüfung 
zum Verbrauch zugelassen werden, solche, die koagulables Eiweiß 
oder einen erheblichen Albumosengehalt aufweisen, wären vom 
Verkehr auszuschließen. Außerdem wären die Erzeuger zu verhalten, 
um die nötige schwach saure (pa 3—4) Reaktion der Lösungen zu 
gewährleisten, Hypophysenpräparate ausschließlich in Hartglas- 
Ampullen zu verfüllen, wie dies auch schon anderweitig (Dale) ge- 
fordert worden ist. 


Cholesterinuntersuchungen bei Bleivergiftung. 
Von 
Kretschmer und Frieder. 


(Aus der HI. medizinischen Universitátsklinik Berlin.) 


(Eingegangen am 6. Auqust 1925.) 


In einer Arbeit „Über Blutuntersuchungen bei Bleiarbeitern“ hat 
der eine von uns der Ansicht Ausdruck gegeben, die basophile Punk. 
tierung der Erythrocyten bei der chronischen Bleivergiftung habe 
wahrscheinlich ihre Ursache in der quantitativen Veránderung des 
Eiweißlipoidgemisches der Erythrocytenhülle und veränderten kolloic. 
chemischen Bindung zwischen dem Eiweiß und den Lipoiden der Hülle 
der roten Blutkörperchen. Zum Beweis dieser These ist in erster Linie 
die Feststellung des Lipoidgehaltes des Blutes bei Bleikranken notwendig. 
Untersuchungen darüber lagen bis vor kurzem noch nicht vor. Eigene 
Untersuchungen haben sich durch äußere Umstände bis jetzt verzögert. 
Als erste Arbeit über den Cholesteringehalt bei Bleivergiftung ist eine 
Abhandlung von Cerasoli erschienen über Cholesterinämie bei der 
akuten und chronischen Bleivergiftung. Cerasoli bestimmte den Chol- 
esteringehalt des Blutserums und fand bei der akuten Vergiftung (Blei- 
kolik) den Cholesteringehalt herabgesetzt, bei chronischer (Bleinephiitis) 
stark erhöht. Bei akuter experimenteller Bleivergiftung bei Hunden 
war der Cholesteringehalt bei kleinen Dosen anfänglich vermehrt, bei 
Steigerung der Dosen vermindert. Diese Veränderungen erklärt Cerasolı 
mit einer funktionellen Insuffizienz der Leberzellen durch das Blei. 
welche den Abbau des Cholesteringehaltes zu Gallensäuren verhindert 
und so zu Hypercholesterinämie führt. 

Wir haben uns zunächst auch mit der Cholesterinbestimmung des 
Blutes und Blutserums beschäftigt. Die Bestimmungen nahmen wir 
nach der Methode von Lichtenthaeler vor. 

2cem Blut bzw. Serum werden mit 20 eem einer 25proz. Kalium- 
hydrosulfidlösung in einem Erlenmeyerkolben im Wasserbade 2 bis 3 Stunden 
vekocht. Nach dem Erkalten wird die verseifte Substanz in einem Scheide- 
trichter viermal mit je 25 cem Chloroform und mit */, Volumen wasser- 
freien Natriumsulfits unter 5 Minuten langem Schütteln extrahiert. Die 
vereinten Chloroformauszige werden drei- bis viermal mit Wasser gewaschen. 
Die Chloroformlósung wird in einem Meßkolben auf 100 cem aufgefüllt. 
Von der gut umgeschüttelten Lösung pipettiert man 10 cem in einen kleinen 
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Kolben, setzt 4ccm Essigsäureanhydrid und 0,2ccm konzentrierter Schwefel- 
säure hinzu und stellt die Mischung an einen dunklen Ort in ein Wasserbad 
von 32%. Nach 15 Minuten erfolgt die Bestimmung des Cholesterins im 
Kolorimeter. Wir benutzten zur kolorimetrischen Bestimmung einen 
geeichten Keil der Firma Hellige-Freiburg. 

Normales Blutserum enthält nach den bisher vorliegenden Be- 
stimmungen 0,150 mg bis 0,180 mg-Proz. Cholesterin, Gesamtblut 
0,140 mg bis 0,170 mg-Proz. Cholesterin. 

Wir haben neben unseren Fällen von chronischer Bleivergiftung 
bei einer größeren Zahl Gesunder und anderer Krankheiten sowohl 
den Cholesteringehalt des Blutserums wie des Gesamtblutes bestimmt. 
Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle enthalten. 


| | Cholesteringehalt in 100ccm in mg 

















Nr Name | Krankheit 
| Gesamtblut | Blutserum 
l BL. Diabetes: u y. ia a 0,148 0,188 
2 W. , Dystrophia adiposo-genitalis . 0,188 y 0,184 
3 ` F. Pneumonie .. . 222.2... 0,126 | 0134 
4 | L. | Drisentuberkulose ...... 0,138 0,178 
5 KE. Normal ii . . . . . .. 0,138 0,164 
6 D. Basedow .. s. . . . . . + + e 0,132 0,186 
7 M. Normal ..........- 0,164 | 0,172 
8 B. | Bronchial-Carcinom ..... 0,144 0,160 
9 | d. DEEG a A Lë ee 0,158 0,220 
l L. Chron. Bleivergiftung . . . . . 0,172 | 0,132 
2 I... y En Q 0,142 0,118 
3 7 š E S: Q 0,190 0,148 
4 R. e i o 2 0,192 | 0,154 
y R. E S (2. Unters.) 0,152 0148 

K ‚nach 2 Monaten 

5 Ro. | Chron. Bleivergiftung . . . . . 0,186 | 0164 
6 Schw. E SEENEN 0,138 0,120 
7. Kr. Š A e s S Q 0,126 | 0,116 
8 T. Š E E 0,174 0,130 
9 5, I Nean 0,200 | 0,182 
l0 KL | s DEE 295 a x 0,148 | 0,120 
l 8. | S ECKE 0,174 0,142 
2 AF en 0,152 0,140 
13 | M. | e DEES 0,154  , 0136 


Nach unseren Ergebnissen ist der Cholesteringehalt bei den unter- 
suchten Normalfállen wie bei verschiedenen Erkrankungen innerhalb 
der Durchschnittsgrenzen, mit Ausnahme von Fall 2, wo im Gesamt- 
blut, und Fall 9, wo im Serum der Cholesteringehalt erhóht gefunden 
wurde. Bei den Fällen von chronischer Bleivergiftung fanden wir 
dagegen den Cholesteringehalt im Serum sowohl wie im Gesamtblut 
stark schwankend, im Serum zum Teil unternormal, sonst in den 
normalen Grenzen, beim Gesamtgehalt dagegen zum Teil stark erhöht 
(Fall 3, 4, 5, 9). Was dagegen beim Vergleich der Bleifálle mit den 
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Kontrollfällen auffällt, ist die regelmäßige Umkehrung des Verhältnisses 
Serum zu Gesamtblut. Während bei den Bleifällen durchweg der 
Cholesteringehalt des Gesamtblutes höher als der des Serums ist, fanden 
wir bei allen Kontrollfállen, mit Ausnahme von Fall 2 das umgekehrte 
Verhältnis, wie es auch den oben angegebenen Durchschnittszahlen 
entspricht. Diese Vermehrung des Cholesteringehalts im Gesamtblut 
gegenüber dem Serum spricht dafür, daß der Cholesteringehalt der 
Blutkörperchen, und zwar vornehmlich der roten gegenüber der Norm 
vermehrt ist, da der Cholesteringehalt der Leucocyten bei ihrer prozen- 
tual geringen Zahl keinen derartig großen Ausschlag ergeben kann. 

Wenn wir den Cholesteringehalt des Serums nie erhöht fanden, 
wie Cerasoli, so liegt dies wohl daran, daß dieser Fälle von Bleikolik 
als akute Bleivergiftung rechnete, bei denen er ebenfalls Verminderung 
des Cholesteringehaltes fand. 

Fälle von Bleinephritis hatten wir nicht Gelegenheit zu untel- 
suchen. 

Wir haben ferner noch bei zwei experimentell mit Blei vergifteten 
Hunden Cholesteringehalt von Blut und Serum untersucht. 

Der eine Hund hatte vor der Vergiftung im Blute 0,278 mg-Proz.. 
im Serum 0,298 mg-Proz. Cholesterin, nach Einspritzung von insgesamt 
5,0 g Pb im Blute 0,298 mg-Proz., im Serum 0,160 mg-Proz. Cholesterin. 
Der andere Hund hatte nach Einspritzung von 2,0 g Pb im Blute 
0,117 mg-Proz., im Serum 0,115 mg-Proz. Cholesterin. Dieser letztere 
wurde vorher leider nicht untersucht. 

Auch bei dem ersten Hunde zeigte sich bei akuter Bleivergiftung 
eine starke Herabsetzung des Cholesteringehaltes des Serums, dagegen 
ein Anstieg im Gesamtblut, der allerdings verhältnismäßig gering ist. 
Auch die Umkehrung des Verhältnisses Cholesteringehalt des Serums 
zu dem des Gesamtblutes ist sehr deutlich; bei dem anderen Hunde 
war diese Umkehrung nicht deutlich. Weitere experimentelle Unter- 
suchungen bei Hunden sind noch im Gange. 


Zusammenfassung. 

Bei Untersuchungen des Cholesteringehaltes bei Bleivergiftung fand 
sich der Cholesteringehalt des Serums gegenüber der Norm zum Teil 
herabgesetzt, im Gesamtblut erhöht. Während normal der Cholesterin- 
gehalt des Serums höher ist als der des Gesamtblutes, fand sich bei 
Bleiarbeitern stets das umgekehrte Verhältnis. 


Literatur. 
Cerasoli, La clinica med. italiana, Jahrg. 55, Nr. 11 (nach Referat 
Münch. med. Wochenschr. 1925, Nr. 12); Kretschmer, Deutsch. med. Wochen- 
schrift 1924, Nr. 41. 


Zur Bestimmung 
der freien Ca-Ionen nach Brinkmann und van Dam. 


Von 
Hans Schulten?). 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universität Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 6. August 1925.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Jahre 1919 ist von Brinkmann und van Dam?) eine Methode 
angegeben worden, mit der die Verfasser glauben, die Menge freier 
Ca-lonen in Salzlösungen bestimmen zu können. Die Methode enthält, 
wie nachher nachgewiesen werden soll, einen grundsätzlichen Fehler, 
auf den meines Wissens in der Literatur noch nicht hingewiesen worden 
ist; im Gegenteil findet man sie auch noch in neueren Arbeiten an- 
gewandt3)1)5) 6). Das Prinzip der Methode ist folgendes: In einem 
Reihenversuch werden gleiche Mengen der zu untersuchenden Flüssigkeit 
mit steigenden Konzentrationen Na-Oxalat versetzt; von einer gewissen 
Konzentration an zeigt sich dann nach einiger Zeit eine leichte Trübung 
von ausgefallenem Ca-Oxalat. Die Verfasser nehmen nun an, daß in 
diesem Reagenzglas das Löslichkeitsprodukt (L. P.) des Ca-Oxalats 
eben überschritten ist. Sie kennen nun in dieser Lösung die Menge 
der Oxalat-Ionen und glauben aus einem Vorversuch auch das L.P. 
des Ca-Oxalats zu kennen; daraus müßte man natürlich die Ca-Ionen- 
konzentration der fraglichen Lösung berechnen können. Die sicher 
geringe Veränderung der Ca-Ionisation durch die fremden Ionen darf 
man dabei wohl vernachlässigen. Die Verfasser geben selbst an, wo 
lie Schwierigkeit der Methode liegt: Man muß unter allen Umständen 


1) Die Untersuchungen wurden mit Hilfe einer Rockefeller-Stiftung 
ausgeführt. 

2) Proc. Kon. van Wetensch. Amsterdam 32, 7 und s. 

+) Hamburger, Ergebn. d. Physiol. 23, 115, 1924. 

4) Behrendt, Monatsschr. f. Kinderheilk. 27, 458, 1924. 

°) Pulay, Dermatol. Wochenschr. 4, 1923. 

5) Budde und Freudenberg, Klin. Wochenschr. 1924, S. 232. 
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die Entstehung übersättigter Lösungen vermeiden. Sie glauben, das 
dadurch erreichen zu können, daß sie das Na-Oxalat in Substanz zu- 
setzen; natürlich bildet sich dann beim Auflösen zunächst eine Zone. 
in der ein beträchtlicher Überschuß von Oxalat-Ionen herrscht, die das 
Ausfallen von Ca-Oxalat begünstigen. Und tatsächlich fanden die 
Autoren — und wir haben dieselbe Erfahrung gemacht —, daß bei 
diesem Vorgehen die Trübung häufig schon bei einer geringeren Oxalat- 
konzentration eintritt; aber eine grundsätzliche Verhütung der Ent- 
stehung übersättigter Lösungen ist so nicht zu erreichen. 

Das L. P. des Ca-Oxalats bestimmten die Verfasser auf folgende 
Weise: 

Zu einer stark verdünnten Ca-Chloridlösung, in der man also ohne 
großen Fehler die Ca-Ionenkonzentration gleich der Konzentration des 
Salzes setzen kann, setzten sie im Reihenversuch steigende Mengen Na- 
Oxalat und lasen nach einer halben Stunde die erste Trúbung ab. Sie 
kamen hierbei auf den Wert L.P. = 0,056 (bei Berechnung der Konzen- 
trationen in Millimol). In den gleichen Lösungen maßen sie die Leitfähigkeit, 
die in den ungetrübten natürlich gleichmäßig mit dem Steigen der zugesetzten 
Ionen anstieg; vom Beginn der Trübung an vermehrte sich die Leitfähigkeit 
nur noch etwa halb so schnell, was nach der Rechnung der Verfasser durch 
den Zusammentritt der Ionen zu Molekülen quantitativ erklärt wird. Be: 
diesen Leitfähigkeitsbestimmungen glauben sie sogar die Vorsichtsmab- 
regel des Zusetzens des Na-Oxalats in Substanz entbehren zu können, da 
eine Übersättigung nicht zu fürchten sei. Offenbar sind sie der Ansicht. 
daß beim Überschreiten des L. P. die überzähligen Ionen zu Molekülen 
zusammenträten, auch wenn diese sich noch in übersättigter Lösung hielten: 
Kohlrausch!) hat aber bekanntlich nachgewiesen, daß bei graphischer 
Aufzeichnung der Leitfähigkeiten von Lösungen eines Salzes in steigender 
Konzentration die so gewonnene Kurve beim Überschreiten des Sättigungs- 
punktes keinen Knick zeigt, sondern in der alten Regelmäßigkeit weiter 
steigt. Daraus nun, (daß sie mit zwei anscheinend voneinander unab- 
hängigen Methoden (Trübung und Leitfähigkeit) denselben Wert bekommen. 
ziehen die Autoren den Schluß, daß er mit Sicherheit richtig sei, überschen 
aber, daß beide denselben Fehler haben. 


Aus diesen theoretischen Überlegungen heraus glaubten wir uns 
bei der Bedeutung des Verfahrens berechtigt, seine Richtigkeit nach- 
zuprüfen. Es versteht sich, daß wir uns bei den eigenen Untersuchungen 
genau an die Vorschriften der Arbeit hielten. 

Die Trübung setzte in unseren Versuchen bei derselben Konzen- 
tration ein, doch zeigte sich, daß sie sich fast stets in den nächsten 
Stunden noch verstärkte, in seltenen Fällen auch noch auf verdúnntere 
Lösungen übergriff. Ebenso nahm die Leitfähigkeit noch ab. Daher 
wurde später stets erst nach 5 Stunden abgelesen. Als nun nach dieser 
Zeit die Leitfähigkeit gemessen wurde (s. Versuch 1), ergab sich, daß 
in den getrübten Lösungen die Werte unter die in den verdünnteren. 


1) Kohlrarısch, Ges. Abh. 2, 147. 
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aber klar gebliebenen erreichte Höhe sanken. Diese Erscheinung ist 
kaum anders zu erklären, wie, daß in den Lösungen, die in der Reihe 
vor den getrübten standen, für Ca-Oxalat Übersättigung herrscht. Der 
einzig sichere Weg, diese zu vermeiden, ist bekanntlich der, von einer 
Lösung mit Bodenkörper des betreffenden Salzes auszugehen. Aus 
diesem Grunde setzten wir nun eine Versuchsreihe in der Weise an 
(s. Versuch 2), daß wir zu den gleichen Mengen Na-Oxalat erst nur wenig 
von der Ca-Chloridlósung zugaben, so daß für diese Lösung das L. P. 
unter allen Umständen weit überschritten war und Ca-Oxalat ausfiel. 
Wenn das nach einigen Minuten eingetreten war, wurden diese Gläser 
mit der CaCl,-Lösung so weit aufgefüllt, daß sie dieselben Salzkonzen- 
trationen enthielten wie eine Reihe, in der zu denselben Mengen Na- 
Oxalat gleich die ganze Menge Ca-Chloridlósung gegeben worden war. 
In den beiden Reihen war also nur die Art der Füllung, nicht die Zu- 
sammensetzung verschieden. In einem Teile der Röhrchen der Reihe 1 
löste sich der Niederschlag wieder, in anderen aber blieb er bestehen, 
und zwar auch in solchen, die das Brinkmannsche ,,L. P.“ weit unter: 
schritten. Auch nach 14 Tagen und häufigem Aufschütteln trat keine 
völlige Klärung ein. Wir wagen nicht, eine bestimmte Zahl als L. P. 
anzugeben, da, wie ein einfacher Überschlag zeigt, es sich bei diesen 
Verdünnungen um so minimale Trübungen (!/10 bis 1/1000 mm!) handelt, 
daß wenigstens mit den uns zur Verfügung stehenden Hilfsmitteln — 
dem zur Ablesung des Tyndalphänomens üblichen Kasten — das erste 
Auftreten der Trübung nicht hinreichend genau bestimmt -werden 
kann. Das L.P. liegt aber wohl sicher unter 0,02. Es scheint uns 
jedoch hier ein Weg zu liegen, die Brinkmannsche Idee der Bestimmung 
der lonenmenge mit Hilfe des L. P. fruchtbar zu machen. Wenn es 
gelingt, diese Trübungen deutlich zu machen und das L.P. des Ca- 
Oxalats gefunden ist, kann es keine Schwierigkeiten bereiten, die 
Ca-Ionenkonzentration in einer Lösung zu finden. Der gegebene Weg 
dürfte der sein, eine kleine bekannte Menge Na-Oxalat mit der zu 
untersuchenden Lösung bis zum Verschwinden der Trübung zu titrieren, 
wobei natürlich durch Schütteln und Warten dafür zu sorgen ist, daß 
die Flüssigkeit stets gesättigt ist. Statt bis zum Verschwinden: der 
Trübung könnte man noch eleganter bis zum Auftreten des Knicks in 
der Leitfähigkeitskurve titrieren; leider reicht die Genauigkeit dieser 
Methode einstweilen bei weitem nicht hierzu. 


“Den Vorwurf, daß es sich in dem oben geschilderten Versuch um 

ungesättigte Lösungen gehandelt habe, gelang es uns durch folgende 

Anordnung zu entkräften (Versuch 3). Aus einem Röhrchen der Reihe 1 

(Versuch 2), das deutlich getrübt war, gaben wir 0,01 in dasjenige Glas 

der Reihe 2, das dieselbe Zusammensetzung hatte, aber klar geblieben 

war. Diese geringe Menge verursachte in der gleichen Menge reiner 
Biochemische Zeitschrift Band 164. 4 
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Ca-Chloridlósung (Glas 5) auch nicht die leiseste nachweisbare Trúbung, 
während in dem so geimpften Röhrchen der Reihe 2 eine ebenso 
starke Trübung auftrat wie in dem Glase aus Reihe 1, allerdings 
erst nach zwei- bis dreimal 24 Stunden, ein Zeichen, wie stabil diese 
Lösungen doch sind. Damit dürfte der Beweis geführt sein, daß 
Brinkmann und van Dam bei ihrer Methode mit übersättigten Lösungen 
gearbeitet haben, wozu ja auch gerade die Salze mit zwei mehr- 
wertigen Ionen einen besondere Neigung haben sollen!). 

Übrigens ist auch schon, wie die Verfasser auch angeben, bereits 
von anderer Seite versucht worden, die Löslichkeit des Ca-Oxalats zu 
bestimmen. Herz und Muhs?) fanden auf analytischem Wege einen 
Wert, der dem Brinkmannschen sehr nahe kommt. Dagegen gibt 
Kohlrausch3) aus Leitfähigkeitsmessungen eine Löslichkeit von 0,092 mg 
Äquivalent im Liter an, was einem L. P. von 0,0019 für Millimol 
entspricht; Autor und Methode geben eine ziemliche Gewähr, daß die 
Zahl annähernd stimmt. Nach unseren Untersuchungen ist er jeden- 
falls eher richtig wie die fünfzigmal größere der Verfasser. 


Zu erklären bleibt noch die merkwürdige Konstanz des Wertes 
0,056, die ja auch durch unsere Untersuchungen bestätigt wurde. Daß 
das wahre L.P. viel kleiner ist, dürfte durch unsere Versuche hin- 
reichend bewiesen sein. Es muß sich also wohl um die sogenannte 
metastabile Grenze handeln, d.h. den Punkt, unterhalb dessen eine 
Niederschlagsbildung nur durch Impfung mit Kristallen des betreffenden 
Salzes möglich ist, während oberhalb in der labilen Zone dies auch 
durch unspezifische Einflüsse eintritt. Es ist bisher nicht gelungen, bei 
anderen Salzen für diese metastabile Grenze einen konstanten Wert 
zu finden*); aber selbst wenn das Ca-Oxalat in reinen Lösungen eine 
Ausnahme machen sollte und sich somit in diesem Falle falscher Wert. 
und falsche Methode kompensieren sollten, so haben wir doch keinen 
Beweis dafür, daß das auch in komplizierteren Salzgemischen oder gar 
in Ultrafiltraten bei Gegenwart von Kolloidresten der Fall ist. Eine 
sichere Methode aber, die erhaltenen Werte nachzuprüfen, besitzen wir 
nicht. Die von den Verfassern angeführte Ronaformel5) ist doch wohl 
mehr ein Ausdruck dafür, daß die Ca-Ionenkonzentration auch von 
den Mengen anderer gleichzeitig anwesender Ionen abhängt, ohne aber 
im Serum absolut richtige Zahlen zu geben®). 


1) Rotmund, Löslichkeit. Leipzig 1907. 

2) Herz und Muhs, Chem. Ber. 36, 4, 3715. 

3) Kohlrausch, Ges. Abh. 2, 524. 

4) Rotmund, Le 

5) Rona und Takahashi, diese Zeitschr. 49, 370, 1913. 

6) Siehe auch Maiweg, ebendaselbst 143, 301, 1922: Budde und Freud n- 
berg, Le 
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Zusammenfassung. 


l. Es wird theoretisch und experimentell nachgewiesen, daß 
bei der Ca-Ionenbestimmung nach Brinkmann und van Dam über- 
sättigte Lösungen entstehen, daß also auf diesem Wege das L. P. nicht 
gefunden werden kann und daß man bei den Messungen mit einem 
unbekannten und vielleicht sehr wechselnden Fehler rechnen muß. 


2. Es wird der Weg gezeigt, wie sich dieser Mißstand beseitigen 
läßt (Ausgehen von Lösung mit Bodenkörper und Titrieren mit der 
unbekannten Lösung bis zum Verschwinden des Niederschlags). Einst- 
weilen hindern aber technische Schwierigkeiten die Ausführung. 


Versuchsbeispiele. 
Versuch 1 (Leitfähigkeitsmessung). 
Jedes Glas enthält 10,0, 0,5 mm Ca-Chlorid und außerdern: 





| Glas 1 | Glas 2 | Glas 3 di 3 | Glas 4 | Gh las 5 | Clas 6 | Glas 7 
Jecke EA 0,045 (0.06 |0,075 0,09 — m/80 Na-Ox. 




















Ca.0x. . . | — !0,00937 | 0,0187 0,0281 0,0374 0,0468 0,0562 für mm 
Trübung . . | 
Leitfähigkeit | | one | 4008 | 4042| 4052| 4394| 4381| 4045. C 








1 2 J 4 5 D 7 
Abb.1. Leitfäbigkeitskurve. 


Versuch 2 


Angesetzt am 18. Juni 1925, zuletzt abgelesen am 29. Juni 1925. 








‚Glas1| Glas 2 | Glas 3 | Glas 4 | Glas 5 | Glas 6 | Glas 7 | Glas 8 
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Versuch 3 (Impfung). 


Glas 1 bis 4 enthält 10,0, 0,5 mm CaCl, und 0,04 m,80 Na-Oxalat. Ca mal 
Oxalat = 0,025. Glas 1 und 2 sind wie Reihe 1 (Versuch 2), Glas 3 und 4 
wie Reihe 2 angesetzt. (Glas 5 und 6 sind Kontrollen ohne Oxalat. Nach 
vollständiger Füllung der Gläser wird 0,01 der getrübten Lösung von 
Glas 1 in Glas 3 und 5 gebracht (Impfung mit Ca-Oxalatkristallen). 














Glas 1 | Glas2 | Glas3 |; Glas4 ` Su 
| Glas 5 | Glaso 
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Über die Chininverteilung 
im Organismus nach Versuchen an angiostomierten Hunden. 


Von 
L. M. Tchapkewitch. 


(Aus der Abteilung fúr allgemeine Pathologie des Instituts für experimentelle 
Medizin. Petrograd.) 


(Eingegangen am 7. August 1925.) 


Die umfangreiche Literatur über die Fixierung und weitere Ver- 
arbeitung der Alkaloide durch verschiedene Organe weist zahlreiche 
Widersprüche auf. Dies wird hauptsächlich durch die Mannigfaltigkeit . 
und Unvollständigkeit der Methodik bedingt, die zu diesem Zwecke 
angewandt wurde. 


So schrieben Rothberger und Winterberg!), als sie die unschädlich- 
machende Wirkung der Leber studierten, folgendes: „Die Literatur über 
die entgiftende Funktion der Leber ist reich an Irrtümern, die durch 
schlechte Versuche entstanden sind'‘‘. 


Speziell hinsichtlich des Chinins kann das Gesagte durch eine 
kleine Zusammenstellung der Literaturangaben veranschaulicht werden. 


Nach Giemsa und Schaumann?) fixiert von allen Organen die Leber 
das Chinin im höchsten Grade. Beim Durchleiten einer Chininlösung durch 
die isolierte Leber fand Heger?) im defibrinierten Blute, daß dieselbe bis 
AU Proz. der hindurchgelassenen Quantität zurückhält — mehr als alle 
anderen Organe. Nach Grosser *) ist die Leber imstande, 55 bis 77 Proz. 
des hindurchgeleiteten Chinins zu binden und zu zerstören. Umgekehrt 
tanden Djatschkoff?) und Iwanoff®), daß die Leber nur eine geringe Quantität 
des Chinins absorbiert. Über die fixierende Tätigkeit der anderen Organe 
snd die Literaturangaben im weiteren schon ganz fragmentarisch und 


1) Arch. intern. de Pharm. et d. Therap. 15, 339, 1905; Wien. klin. 
Wochenschr. 1905, S. 31. 

2) Arch. f. Schiffskrankheiten usw. 11, Bh. 3, 1907. 

3) Journ. de méd. d. chirurg. et d. pharmac. 65, 1877; C. r. d. PAcad. 
ML 1226, 1880. 

t) Diese Zeitschr. 8, H. 1, 1908. 

5) Dissertation St. Petersburg 1907. 

$) Dissertation St. Petersburg 1905. 
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zufällig. Prowaczek!) fand am meisten Chinin in der Glandula suprarenalis, 
Giemsa?) in den Nieren eines an Schwarzwasserfieber gestorbenen Kranken. 
Cahn-Bronner?) in den Lungen von an Pneumonie verstorbenen Menschen. 

Die experimentelle Ausarbeitung irgend eines Problems durchläuft 
folgerichtige Phasen und vervollkommnet sich allmählich. Es unter- 
liegt keinem Zweifel, daß eine jede der bisher zur Erforschung der 
genannten Frage angewandten Methoden über einen gewissen selb. 
ständigen Wert verfügt. Trotzdem sind aber alle diese Methoden nicht 
fehlerfrei und entbehren einer strengen Beweisfähigkeit, hauptsächlich 
deswegen, weil sie nicht unter den physiologischen Bedingungen aus- 
geführt worden sind, unter denen sich der gesamte Organismus oder 
einzelne Organe befinden. Dieses gilt in gleichem Maße sowohl für die 
Untersuchungsmethode mit zerteilten Organen, mit Extrakten für das 
Hindurchleiten der Lösungen durch die isolierten Organe, als auch mit 
Auslösung derselben durch Verbindung der Organe, Anlegung der 
Eckschen Fistel usw. | 

Um das Schicksal des in den Organismus eingeführten Chinins 
unter den Bedingungen eines vollstándig normalen Zusammenhanges 
der Organe und ihrer Funktionen zu erforschen, haben wir eine Reihe 
von Versuchen an angiostomierten Hunden nach der Methode von 
E. S. London*) angestellt. 

Das Wesentliche der Angiostomiemethode besteht darin, daB man 
die Kanülen an die blutführenden Gefäße mit Hilfe einiger Operationen 
derart anpaßt, daß sie sich an deren Wände mehr oder weniger senkrecht 
anlehnen. Nach vollständiger Heilung der Wunden gestatten es die 
über den Gefäßen der inneren Organe dauerhaft befestigten Kanülen. 
das Blut zu einem beliebigen Zeitpunkt aus den entsprechenden Ge- 
fäßen abzusaugen und deren Gehalt an Versuchssubstanz untereinander 
zu vergleichen. Die Versuchstiere befinden sich hierbei unter voll- 
ständig normalen Bedingungen; sie werden nicht narkotisiert, da 
selbst die -Prozedur der Blutentnahme mit der Nadel durch die Kanüle 
vollkommen schmerzlos ist. 

Die Versuchsanordnung war in allen Fällen die gleiche. In eine 
der peripherischen Venen (V. jugular., V. femoral.) wurde Chinin. 
bimur. (à 0,02 pro Kilogramm) in 50 bis 100 ccm physiologischer Lösung 
eingeführt. Nach einem bestimmten Zeitraum — 15, 20 und 30 Minuten 
— wurden gleichzeitig mit dem Aspirationsapparat Blutportionen aus 
der Art. femoral. und durch die Kanülen aus der Vene der zu unter- 
suchenden Organe abgesaugt. Der Unterschied in der Chininmenge 
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Zitiert nach Woronzoff, Dissertation St. Petersburg 1910. 

Arch. f. Sehiffs- usw. 12, Bh. 5, 1908. 

Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Therap. 20, H. 2, 1919. 

a) Ergebn. d. ges. Med. 6, 1925; b) Handb. d. biol. Arbeitsmeth. 
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dieser Proben diente als Maß der Fixierung des Alkaloids durch das 
fragliche Organ im gegebenen Augenblick. So ergab die Abnahme 
des Chiningehalts im Blute der V. porta im Vergleich zu der Quantität 
des Chinins im Arterienblut den Grad der Absorption durch die Wände 
des Magendarmtraktus, der Konzentrationsunterschied des Chinins im 
Blute der V. porta und der V. hepatica — die Absorption durch die 
Leber —, der Art. femoral. und V. lienalis, die Absorption durch die 
Milz, der Art. femoral. und V. renalis, die Absorption durch die 
Niere usw. 


Das erhaltene Blut wurde durch 2proz. Natr. citric. vor dem Gerinnen 
geschützt und sofort der Analyse unterzogen. Das Chinin wurde nach der 
Methode von Giemsa und Schaumann!), jedech nicht im Serum, sondern 
im reinen Blute bestimmt, was nach Grosser?) und Halberkann?) genauer 
erscheint. 

Das gemessene Volumen des Citratblutes wurde bis auf ein volles 
Volumen mit Aqua dest. verdünnt, stark alkalisch gemacht und die Mischung 
dreimal im Schüttelapparat energisch im Verlaufe von 1, %, Y, Stunden, 
jedesmal mit einer neuen fünffachen Quantität Schwefeläther geschüttelt. 
Aus den vereinigten Ätherextrakten wurde der Äther auf einem elektrischen 
Bade entfernt und der erhaltene Rest in 70proz. Alkohol aufgelöst. Die 
Lösung wurde filtriert, der Alkohol abgedampft und der Rückstand unter 
leichtem Erwärmen in lproz. HCl gelöst; hierauf wurde die Lösung noch- 
mals filtriert. 

Bei der Untersuchung des Chinins im Blute hat man es mit sehr ge- 
ringen Quantitáten zu tun. Um das Chinin bis 0,01 mg zu bestimmen, 
haben wir nach Cahn-Bronner*) den nach dem Abdampfen des Alkohols 
erhaltenen Rest in 1proz. HCl gelöst, deren Menge kleiner war als das 
Ausgangsvolumen des Blutes, jedoch nicht in 1 ccm, wie dieser Autor vor- 
schlägt, weil diese Menge einen genauen Vergleich nicht zuläßt, sondern 
in ein Viertel bis ein Fünftel das ursprünglichen Volumens nach Boecker?°). 
Die quantitative Bestimmung erfolgte mit Hilfe einer genau hergestellten 
und immer ex tempore bereiteten Standardlösung, aus einer Reihe von 
Reagenzgläsern bestehend, die allmählich abnehmende Mengen Chinins 
in Iproz. HCl innerhalb der Konzentrationen von !/,soo bis */25000 ent- 
hielten. Hierauf wurde gleichzeitig in alle Standardgläser und in die Aus- 
züge aus dem Blute je !/ Volumen Kaliumquecksilberjodidreagens ein- 
gegossen und ein Vergleich der opaleszierenden Reagenzgläser bei auf- 
fallendem Lichte auf schwarzem Hintergrunde vorgenommen. Gerade 
die schwachen Chininkonzentrationen geben mit K,HgJ, eine deutliche 
Unterschiedsskala, die einen genauen Vergleich ermöglicht, während dies 
bei den konzentrierten Lösungen nicht der Fall ist. 

Die Brauchbarkeit der genannten Methode zur Bestimmung des Chinins 
in Mengen bis 0,01 mg war im voraus durch eine Reihe von Versuchen 
erprobt: worden, bei welchen den Blutproben genau abgewogene Quantitäten 


1) Le. 

2) Le. 

3) Diese Zeitschr. 95, 1919. 

% lc. 

5) Diese Zeitschr. 1920, 8. 63. 
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von Chinin unter sorgfältigem Mischen hinzugefügt wurden. Eine derartige 
Blutportion wurde nach 6 bis 18stündigem Aufenthalt mn Thermostat 
einer Analyse unterworfen. Die Prozentabnahme des zugesetzten Chinins 
betrug im Durchschnitt 7 Proz., ein Wert, der für die angewandte ,,Mikro- 
methode‘ als vollkommen befriedigend angesehen werden kann. Anderer- 
seits haben diese Vorversuche gezeigt, daß das Blut an und für sich in vitro 
das Chinin selbst bei langdauernder Berührung mit demselben nicht ver- 
ändert. Diese Tatsache war bereits früher durch Rona und Plehn?!) fest- 
gestellt worden, welche 85 bis 90 Proz. des dem Blute zugefügten Chinins 
zurückerhielten, sowie durch Grosser, der 90 bis 92 Proz. wieder erhielt. 


Die Resultate unserer Versuche an Zondonschen angiostomierten 
Hunden sind in der nachfolgenden Tabelle wiedergegeben. Es werden 
Mittelwerte in Milligrammprozenten angeführt und man muß dabei 
beachten, daß sie einen vergleichenden Charakter haben, indem sie 
den Grad der Absorption des Chinins durch ein jedes der genannten 
Organe unter den gleichen Bedingungen anzeigen. Wird das in den 
Organismus eingeführte Chinin mit 100 bezeichnet, so erhält man eine 
ungleiche Fixierung durch die Organe, die hier in einer bestimmten 
Reihenfolge angeordnet sind (siehe die Zahlen in eckigen Klammern 
in der vierten Rubrik). 
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Natürlich beschränken sich die Stellen der Fixierung des Chinins 
nicht auf die erwähnten Organe, aber sie sind trotzdem die wichtigsten, 
wenn man die noch nicht gelöste Frage nach der Intensität der Chinin- 
absorption durch die Lungen beiseite läßt. Leider scheint es bis jetzt 
noch unmöglich zu sein, mit hinreichender Genauigkeit die fixierende 
Wirkung der Lungen mit Hilfe der Angiostomiemethode festzustellen. 


Cahn-Bronner?) entdeckte in der pneumonischen Lunge des Menschen 
viel Chinin, Boecker?) und Askashit) fanden in den Lungen von Kaninchen 
und Meerschweinchen mehr Chinin als in der Leber. Durch diese Befunde 
wird das Problem aber noch nicht gelöst, denn erstens treten in einer in- 
filtrierten und verdichteten Lunge mit gestörter Blutzirkulation voll- 
kommen andere Bedingungen für die Absorption des Chinins auf, und 


1) Arch. f. Schiffs- usw. 13, Bh. 6, 1909. 

2) 1. c. 

3) Diese Zeitschr. 130, 1922; Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 99, 1923. 
1) Arch. f. Schiffs- usw. 27, 1923. 
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zweitens können die an Kaninchen und Meerschweinchen erhaltenen 
Resultate nicht ohne weiteres auf die Säugetiere übertragen werden. 


Aus den von mir erreichten Ergebnissen läßt sich folgendes ent- 
nehmen. Gegenwärtig muß man als genau erwiesen annehmen, daß das 
Chinin in unverändertem Zustande aus dem Organismus ausgeschieden 
wird, und zwar hauptsächlich mit dem Urin in einer Menge von etwa 
30 Proz. Die Ausscheidung erfolgt bereits einige Minuten nach der 
parenteralen Einführung des Chinins, woraus hervorgeht, daß es zu 
den Nieren transportiert wird und alsdann unverzüglich den Organismus 
mit dem Harn verläßt. Das Maximum der Chininausscheidung stellt 
sich auf Grund meiner früheren Definitionen!) bei intravenöser Dar- 
reichung 6 bis 8 Stunden nach dem Einführungsbeginn ein, wenn das 
Chinin aus dem Blute verschwindet und seine Verteilung in den 
Organen beendet ist [Hartmann und Zilla?)). Falls daher der größere 
Teil des Chinins in den übrigen Organen fixiert worden ist, so kann 
die zu den Nieren gebrachte Menge fast gänzlich ausgeschieden werden. 
Aus der Tabelle ist ersichtlich, daß beide Nieren bis etwa 30 Proz. des 
durch sie hindurchfließenden Chinins zurückhalten, d.h. ebensoviel 
wie mit dem Urin ausgeschieden wird. Mit anderen Worten: Das ge- 
' samte von den Nieren absorbierte Chinin wird aus dem Organismus 
vollständig ausgeschieden. Es ist augenscheinlich, daß die Chinin- 
fixation durch die Nieren und diejenige durch die anderen Organe 
einen durchaus verschiedenen Charakter aufweist. Die ersteren halten 
das Chinin in unverändertem Zustande nur für den Ausscheidungs- 
prozeB zurück, letztere absorbieren dasselbe mehr oder weniger dauer- 
haft und zerstören es nach und nach. 


Die Tabelle zeigt gleichfalls, daß das Chinin maximal von der 
Leber und der Milz zurückgehalten wird. Dies ist schon deswegen von 
außerordentlichem Interesse, weil von allen auf die Malariainfektion 
reagierenden Organen gerade diese Organe an erster Stelle stehen, 
indem sie über einen am stärksten entwickelten retikulo-endothelialen 
Apparat verfügen. In diesem Apparat vollzieht sich schon physiologisch 
eine fortwährende Zerstörung der alternden und abgeschwächten 
Erythrocyten, zu denen zweifellos auch die von den Plasmodien in- 
fizierten gehören. Man kann jedoch viele Beispiele dafür anführen, 
daß in nicht geheilten Fällen die Zellen des hepato-lienalen, retikulo- 
endothelialen Apparats nach erfolgter Phagocytose und Hämolyse der 
Erythrocyten außerstande erscheinen, die Parasiten vollkommen un- 
schädlich zu machen. Während der Malaria bleiben bekanntlich die 
Leber und die Milz in vergrößertem Zustande, es tritt eine Anämie 


1) Ekater. med. Journ. 3 bis 5, 1924. 
2) Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 83, 1918. 
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auf. Gleichzeitig gelingt es, in der latenten Periode der Krankheit 
mit Hilfe einer Funktion dieser Organe die Anwesenheit von Parasiten 
in denselben nachzuweisen, während sie im Blute gar nicht aufgefunden 
werden können. Mit anderen Worten: Der Untergang der E:ythrocyten 
vollzieht sich von selbst und sogar in erhöhtem Grade, ohne daß dakei 
die in denselben domizilierenden Parasiten einem ähnlichen Schicksal 
erliegen. Die Behandlung mit Chinin führt sowohl zu einer Verkürzung 
dieser Organe als auch zum Untergang der Parasiten. Dieses läßt in 
höchstem Grade wahrscheinlich erscheinen, daß das in seiner Haupt- 
menge sich in der Leber und in der Milz fixierende Chinin in eine un- 
mittelbare Verbindung mit ihrem retikulo-endothelialen Apparat 
kommt, aus welchem Grunde die Phagocytose der infizierten Erythro- 
cyten gleichfalls den Untergang der in ihnen domizilierenden Parasiten 
nach sich zieht. 


Die Kohäsion des Chinins vollzieht sich äußerst schnell. In den 
Organismus eingeführt, verschwindet es sehr rasch aus dem Blute, was 
wiederholt von einer Reihe von Autoren festgestellt worden ist (Hart. 
mann und Zilla, Boecker, Plehn u. a.) und wovon ich mich bei jedem 
Versuch überzeugte. Schon 5 Minuten nach der Einführung fanden 
Hartmann und Zilla!) im Blute nur noch 8,5 Proz. Chinin, in meinen 
Versuchen zeigte sich nach 15 Minuten nicht mehr als 1 bis 2 Proz. 
Eine derartige Erscheinung kann nach den Arbeiten von E. Frey?) über 
das schnelle Verschwinden verschiedener Kristalloide aus dem Blute 
und nach Okuneff3) sogar von Kolloiden im Gewebe, hauptsächlich 
in Elemente des retikulo-endothelialen Apparats, nicht befremden. 
Plehn suchte das schnelle Verschwinden des Chinins aus dem Blute 
durch Annahme einer Absorption desselben durch eine einfache 
Endothelia der Kapillaren zu erklären, doch konnte er diese Vermutung 
infolge methodologischer Schwierigkeiten nicht beweisen. Mit dieser 
Anschauung kann man sich aber in keiner Weise einverstanden erklären. 
Schon vor langer Zeit ist von einer Reihe von Autoren [Dastre-Loge*), 
Magnus’), Hamburger) u. al nachgewiesen worden, daß das Blut 
infolge des schnellen Überganges verschiedener Kristalloide und Kolloide 
durch die Wände der Kapillaren in die Gewebe seinen Bestand rasch 
wiederherstellt. Unsere Versuche an angiostomierten Tieren ver- 
anschaulichen dagegen, daß die an Kapillaren sehr reichhaltige Wand 
des Magendarmtraktus bedeutend weniger Chinin absorbiert als z. B. 


1) Münch. med. Wochenschr. 1917, Nr. 50. 
2) Pilügers Arch. 177, 1919. 

3) Ebendaselbst 201, 1923. 

4) Arch. de phys. norm. et path. 2, 1888. 
°) Arch. f. exper. Pathol. 42, 1912. 

6) Zeitschr. f. Biol. 27. 1890: 30. 1893. 
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die Milz, was nicht stattfinden könnte, wenn das Endothelium der 
Kapillaren das Chinin tatsächlich in bedeutendem Grade fixieren würde. 
Indem wir die hochentwickelte Fähigkeit des retikulo-endothelialen 
Apparats zur Aufspeicherung von Teilchen fremdartiger Stoffe in 
Betracht ziehen und dies mit der mächtigen Entwicklung dieses 
Apparats in der Leber und der Milz kombinieren, wo gerade die Haupt- 
menge des Chinins zurückgehalten wird, halten wir es für durchaus 
möglich, das schnelle Verschwinden des Chinins aus dem Blute unter 
Annahme einer Diffusion desselben durch die Kapillarwände und einer 
nachfolgenden Kohäsion seitens der Zellen des retikulo-endothelialen 
Apparats zu erklären. 


Mit diesem Vorgange ist die Lösung der Frage nach dem Ort der 
Zerstörung der Parasiten im Organismus verknüpft. Die Arbeiten 
von Halberkann!), Schilling-Boecker?), Morgenroth-Ginsberg®), nach 
denen das dem Blute hinzugesetzte Chinin sich hauptsächlich mit den 
Erythrocyten verbindet, bestätigen scheinbar die herrschende Vor- 
stellung über ein Absterben der Plasmodien im Blute, die sich auf 
frühere Versuche von Ziemann und Mannaberg stützt. Wenn sich 
jedoch nach einigen Minuten im reinen Blute in vivo nicht mehr als 
einige Prozente des eingeführten Chinins vorfinden, so erscheint es 
vollständig unmöglich, dieser unbedeutenden Quantität eine parasitäre 
Wirkung zuzuschreiben, selbst wenn das Blut vollkommen aus Erythro- 
cyten bestehen würde. Außerdem kann das in vitro dem Blute zugefügte 
Chinin an keine andere Stelle hingelangen, weshalb denn auch die 
Tatsache der maximalen Ansammlung des Chinins in den Erythrocyten 
im Vergleich zu den anderen Bestandteilen des Blutes diese Frage 
keineswegs löst. 


Als Giemsa und Schaumann*) in den Organen die Anwesenheit 
einer bedeutenden Chininquantität feststellten, während sich dasselbe 
bereits weder im Blute noch im Urin vorfand, kamen sie als erste zu 
der Schlußfolgerung, daß die Zerstörung der Plasmodien in den 
Organen und den Geweben stattfindet. Auf Grund unserer Versuche 
können wir uns dieser Ansicht anschließen, jedoch mit der Einschränkung, 
daß sich dies nicht auf alle Organe bezieht, sondern nur auf diejenigen, 
in denen sich der retikulo-endotheliale Apparat konzentriert, an erster 
Stelle also die Milz und die Leber. Eben dadurch wird natürlich die 
Frage nach der Bedeutung des Drittels des eingeführten Chinins, das 
den Organismus in unverändertem Zustande mitsamt dem Urin verläßt, 


l) lL e. 

2) Deutsch. med. Wochenschr. 25, 1925. 
3) Zitiert nach Halberkann. 

4) 1. c. 
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gelöst. Während unsere persönliche Ansicht früher dahin ging, gerade 
diesen Teil des Chinins, der in unverändertem Zustande im Organismus 
zirkulierte, als den aktiven für die Therapie der Malaria anzusehen, so 
sind wir heute gezwungen, unsere Anschauung zugunsten jenes Teiles 
des Chinins zu revidieren, der im Organismus verbleibt und durch die 
retikulo-endothelialen Organe kohäsiert wird. 

Was die Frage nach dem tatsächlichen Mechanismus der direkten 
oder indirekten Chininwirkung auf das Plasmodium anbetrifft, so 
liegt dieselbe außerhalb der Grenzen vorliegender Arbeit und kann 
hier nicht gelöst werden. 


Untersuchungen 
über den Hámoglobinabbau durch Gewebsextrakte. 


Von 
V. Calvo-Criado (Valladolid). 


(Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universität Bern.) 
(Eingegangen am 7. August 1925.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Frage nach der extrahepatischen Entstehung von Gallen- 
farbstoff ist durch die glänzenden Arbeiten von Mann und Magath!) 
in entscheidener Weise beantwortet worden. Die Ergebnisse dieser 
Forscher fordern dazu auf, die Verhältnisse des Abbaues des Hämo- 
globins durch andere Organe einer näheren Untersuchung zu unter- 
ziehen. Abgesehen von den Mannschen Arbeiten, lag noch ein anderer 
Grund vor, der mir Veranlassung gab, der Anregung von Prof. Asher 
zu folgen, mit einer quantitativen Methode den etwaigen Abbau von 
Hämoglobin durch verschiedene Organe zu verfolgen. Derselbe hat 
zuerst in seinem Karlsbader Vortrag ?) die Hypothese geäußert, daß 
die Blutkörperchenzerstörung bzw. der Hämoglobinabbau in allem 
möglichen Gewebe den biologischen Zweck verfolge, die Zellen des 
Organismus jeder Zeit mit dem nach der Lehre O. Warburgs notwendigen 
Eisenkatalysator zu versorgen. Wegen dieser möglichen Funktion des 
Hämoglobinabbaus schien es auch interessant, den Umfang desselben 
innerhalb der einzelnen Organe kennenzulernen. 


Der Plan meiner Untersuchung bestand darin, Organextrakte zu 
machen, diese Organextrakte mit Hämoglobinlösungen zu versetzen 
und mit Hilfe einer quantitativen Methode den Ablauf des Hämoglobin- 


1) Mann und Magath, Ergebn. d. Physiol., Jahrg. 1924. 
2) L. Asher, Funktion der Leber, Ärztliche Fortbildungskurse in Karls- 
bad. Jena, G. Fischer, 1924. 
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abbaues festzustellen, natürlich unter stetigem Vergleich mit Kontroll- 
lösungen. | 

Als Extrakte benutzte ich solche von Menschenhaut, von Rinder- 
muskeln und von Leber, Milz, Nieren und Lungen von Ratten. Die Organe 
wurden so frisch wie möglich gewonnen, genau gewogen, fein zerhackt 
und mit dem doppelten Gewicht 0,9 proz. Kochsalzlösung versetzt. 
Nachdem die Kochsalzlósung 24 Stunden eingewirkt hatte, wurden 
die Extrakte filtriert. | 


Zur Vorbereitung der Blutlösung wurde das Blut zuerst hámolysiert, 
und zwar 1 Teil Blut plus 9 Teile destillierten Wassers. Nach der ein- 
getretenen Hämolyse wurde auf die 100 ccm hämolysierten Blutes 
0,9g NaCl hinzugefügt. 

Als quantitative Methode benutzte ich die spektrophotometrische. 
Es stand mir durch die Zuvorkommenheit von Herrn Professor Sak, 
dem ich auch an dieser Stelle meinen verbindlichsten Dank sagen möchte. 
ein Krüsssches Spektrophotometer nach dem Prinzip von Vierordt zur 
Verfügung. Die Methodik ist in dem Lehrbuche von Kriiss 1) und von 
Ebnöther ?), der seiner Zeit in analoger Weise wie ich methodisch verfuhr, 
beschrieben worden. Zum Verständnis meiner Protokolle bemerke ich 
nur folgendes: Zwischen der Lichtquelle einer Petroleumlampe und 
dem Doppelspalt des Apparates, der bei gleicher Breite der oberen und 
unteren Hälfte zwei Spektren gleicher Helligkeit entstehen läßt, wird 
ein Trog mit planparallelen Wänden dicht vor dem Spalt aufgestellt. 
Die Distanz zwischen Lichtquelle und Trog betrug 10 cm. Der Abstand 
beider parallelen Glaswände ist genau 11mm. In den kleinen Trog 
wird der Schulzsche Glaskórper, ein Glaswürfel von 10mm Dicke 
gebracht. Derselbe scheidet mit seiner horizontalen oberen Fläche den 
Glastrog in eine untere und eine obere Hälfte, die den beiden Spalthälften 
entsprechen. Ehe ich das Gefäß mit der Lösung vorsetzte, habe ich 
beide Meßtrommeln der Spalte auf den Teilstrich 100 eingestellt und 
damit Gleichheit der Helligkeit beider Spektren erzeugt. Durch Ab- 
blendung im Okularspalt habe ich dann scharf auf die beiden Stelleri 
eingestellt, wo die beiden charakteristischen Absorptionsstreifen des 
Oxy-Hämoglobins im iangwelligen Teile des Spektrums auftreten. Die 
genaue Einstellung der gewünschten Bezirke geschieht mit Hilfe eines 
Fadenkreuzes. Die Gleichheit in den beiden Absorptionsregionen wird 
gestört, sobald das Licht durch die Flüssigkeit in dem oben beschriebenen 
Trog hindurchgeht. Um den entstandenen Unterschied auszugleichen, 
wird die untere Mikrometerschraube so lange gedreht, bis durch Ver- 
engerung der unteren Spalthälfte die vermehrte Lichtabsorption in der 


1) (Z. Krüss, und H. Krúss, L. Voss, Hamburg und Leipzig 1891. 
2) G. Ebnöther, diese Zeitschr. 72, 416, 1916. 


Hámoglobinabbau durch Gewebsextrakte. 63 


oberen Hälfte kompensiert worden ist, Bei dieser Verengerung des 
unteren Spaltes wird eine niedrigere Zahl auf der Teilung der Meßtrommel 
erreicht, und diese niedrigere Zahl entspricht der stärkeren Licht- 
absorption. In meinen Tabellen gebe ich zur quantitativen Beurteilung 
der Ergebnisse die Einstellungszahlen auf der Meßtrommel der Spalte. 
Es bedeuten demnach kleinere Zahlen größere Lichtabsorption und 
umgekehrt, oder anders ausgedrückt, ein je höherer Wert des Teil- 
. strches des unteren Spaltes im Laufe des Versuches abgelesen wird, 
um so mehr hat die Absorption abgenommen, bzw. um so mehr ist 
Hämoglobin abgebaut worden. 

Die zur Spektrophotometrie dienenden Blutlösungen wurden in ge- 
eimete Reagensgläser gebracht und mit den Extrakten vermischt. Sofort 
nach der Mischung, bevor die Extrakte merklich auf das Hämoglobin 
eingewirkt haben konnten, wurde die erste spektrophotometrische 
Messung gemacht. Die Proben wurden nachher in dem Brutofen bei 
Körpertemperatur belassen und von Zeit zu Zeit Messungen an den- 
selben ausgeführt. Vor jeder Absorptionsbestimmung wurden die 
Proben, um günstigere Absorptionsverhältnisse zu schaffen, in genau 
der gleichen Weise mit destilliertem Wasser verdünnt, und zwar 0,3 ccm 
jeder Probe auf 10 cem. l 

Meine erste Versuchsreihe befaBte sich mit dem Einfluß der Hau 
auf den Hämoglobinabbau. Aus der Erfahrung am Menschen weiß 
man zur Genüge, wie in der Haut das dorthin ergossene Blut sich all- 
máhlich verfärbt, und es hat wohl nie darüber ein Zweifel geherrscht, 
daß es sich um einen Hämoglobinabbau dabei handle. Schon aus diesem 
Grunde lag es nahe, Menschenhaut zu benutzen. Aber auch deshalb 
empfahl es sich, in erster Linie die Menschenhaut zu meinen Versuchen 
zu benutzen, weil sie biologisch gegenüber der Haut der meisten Tiere 
eine Sonderstellung einnimmt. Ganz im Anfange stellte ich meine Ver- 
suche so an, daß ich nicht Hautextrakte, sondern Hautstücke selbst 
verwandte. Ich mußte aber davon absehen, weil das starke Quellungs- 
vermögen der Haut, selbst in unverdünntem Blute, jeden Vergleich 
mit den Kontrollösungen vereitelte. Sobald ich zur Benutzung von 
Hautextrakten schritt, verschwand jede Schwierigkeit. 

Die nachfolgenden Protokolle und Kurven über vier Versuchs- 
reihen (Versuche 1, 2, 3 und 7) enthalten sämtliche Ergebnisse an den 
Hämoglobinlösungen mit und ohne Zusatz von Hautextrakt. Man 
sieht zunächst einmal an den Zahlen der Kontrollen, daß sie praktisch 
in allen Versuchen über die ganze Dauer derselben gleich bleiben. Daraus 
folgt, daß die beträchtlichen Veränderungen, die an der mit Haut- 
extrakt versetzten Hämoglobinlösung zu beobachten sind, dem Einflusse 
des Zusatzes zuzuschreiben sind. In anschaulicher Weise tritt der 
“Sachverhalt aus der kurvenmäßigen Darstellung hervor. 
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Versuch 1. 
Die Lösungen: 
a) 0,9proz. NaCl-Lösung, 
b) Hautextrakt in NaCl-Lósung, 
c) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlósung. i 
Das Blut wurde hämolysiert (1 Teil Blut + 9 Teile destillierten 
Wassers) und sofort 0,9 g NaCl pro 100 cem hämolysierten Blutes zugefügt. 
Für die Versuche wurden folgende Proben gewählt: 
1. 25ccm von Lösung ,c“ + 5 cem von Lösung br, 
2. 25ccm von Lösung ,,c + 5 cem von Lösung 8, 


Vor jeder Absorptionsbestimmung wurden die Proben noch mit destil- 
liertem Wasser verdünnt, und zwar 0,3 ccm auf 10 ccm. Die Verdünnung 
dient dazu, um günstigere Absorption zu erzielen. 

Die erste Messung wurde sofort nach der Mischung ausgeführt, die 


folgenden jedoch erst während des Aufenthalts der Proben im Brutoten 
bei 38°C. 


























Tabelle I. 
A na er Taaa | Atrae der Arco 
atum ——— te ad EE 
Messungen | 1. Probe 2. Probe ¡| 1. Probe 2. Probe || 1.Probe , 2.Probe 
1925 N Haut Kontrolle | Haut | Kontrolle | Haut ! Kontrolle 
3. II. ` I > 1450 | 15,00 | 327 371 u E 
| TI | 17.15 1730 ` 41,7 37,3 90 02 
4. lI. III | 14.37 1415 , 46 1 37,8 4.4 0,5 
IV 17,55 17,30 46,1 37,6 | 0,0 | —02 
13.4 0 


Versuch 2. 
Die Lósungen: 
a) 0,9proz. NaCl-Lósung, 
b) Hautextrakt in Ne Cl-Lósung, 
e) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlösung. 
Die Proben: 
1. 20 cem von Lösung „ec“ -- 5 cem von Lösung bi, 
2.20: ves d sa DET EC, Le » dk añ. 


Tabelle II. 

















Diii | Zeit ı Zahl der Teilstriche | Abnahme der Absorplici 
atu SE EE EE 
Messungen | | 1. ` 1. Probe | 2.Prohe ¿L Probe , 2. Probe ` 1.Probe 2. Probe 
1925 Haut | ‚Kontrolle | Haut Kontrolle Haut A E 
5.11. | I 1430 1 14.50 | 38,2 40,6 | — — 
| IL 1530 | 15.50 | 413 . 405 | 3,1 — 0,1 
DI" 1630 | 16,50 50.6 406 ' 93 0.1 
| IV | 17,30 * 1750 ¡ 512 408 0,6 i 0,2 
ou V 14,25 1 1455 | 511 413 A 05 
| | | 129 | o 
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Versuch 3. 
Die Lósungen: 
a) 0,9proz. NaCl-Lösung, 
b) Hautextrakt in NaCl-Lösung, 
c) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlösung. 
Die Proben: 


1. 25 cem von Lösung ,,c + 7 eem von Lösung „b“. 
ç€ ç 
2. 25 29 99 LEI sat? + 7 33 79 9 „a“ ° 


Tabelle III. 


















Datum | 


























Ars nee nme 
i Messungen | 1, Probe | 2.Probe || 1.Probe | 2.Probe  1.Probe | 2. Probe 
1925 I ‚Maut Kontrolle Haut Kontrolle . Haut Kontrolle 
A Ca A S een m =. A Ee Tr era en en Ss eg ee GE 
12. IT., I 14,15 | 1435 | 40,3 43,7 ES | = 
II 15,15 | 1635 | 446 43.6 43 |—01 
| ıu 16.15 | 16,36 | 539 | 439 93 0,3 
IV 1715 | 1735 | 553 | 437 , 14 |-—02 
BI V l 1525 | 1540 | 59,4 444 1 41 0,7 
vi | 17,25 | 1740 | 594 | 441 00 |—03 ` 
| | | | | 191 | 04 


Versuch 7. 
Die Lösungen: 


a) 0,9proz. NaCl-Lösung, 
b) Hautextrakt in NaCl-Lösung, 
c) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlösung. 


Die Proben: 
1. 25cem von Lösung ,c“ + 7 cem von Lösung „b“. 
2. 25 LE 9 ” E + 7 33 33 99 „a`. 


Tabelle VII. 












































Datu l Zeit | Zahl der Teilstriche Abnahme der Absorption 
m, — Ts — 

¡Messungen || 1, Probe | 2. Probe I 1. Probe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 
1925 _ Haut ER Kontrolle lb, E SC Be _Kontrolle || Haut d Kontrolle 
LI, I | 1020 | 1040 | 3741 T S 

II | 1405 | 1425 | 502 443 | 131 0,1 

| MI 15,15 15,35 | 50,9 44,2 | 0,7 — 0,1 

| IV 16,10 | 1630 | 521 447 | 1,2 0,5 
des 17,30 17,50 | 53,14 446 13 |—01 
wm VI | 10/45 | 1105 | 552 | 449 | 18 0,3 
| VIE » 1520 | 1540 | 551 | 448 ¿—01 |—01_ 

| 1 j : 
x | | | 180 | 06 


` 


In den Kurven bedeuten die Abszissen Stunden, die Ordinaten 
Teilstrichwerte der Spalte des Spektralphotometers, die ausgezogenen 
Linien sind die Hauptversuche, die gestrichelten Linien die Kontrollen. 
Die letzteren verlaufen dauernd parallel zur Abszisse, woraus das Nicht- 
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eintreten eines Hämoglobinabbaues folgt. Hingegen zeigen die 
Kurven der Hauptversuche in den ersten Stunden einen außer- 
ordentlich starken Abfall, daraus folgt, daß der Zusatz von Hautextrakt 
zu Blutlösungen sehr rasch einen Abbau des Hämoglobins bewirkt. 
Nachher verlangsamt sich der Abfall. Aus dieser Versuchsreihe ergibt 
sich, daß einfache Kochsalzextrakte der Haut ein Agens enthalten, 
welches Veranlassung. zu einem starken Hämoglobinabbau gibt. Aus 
meinen Versuchen gehen nur die quantitativen Verhältnisse dieses 
Abbaus hervor, nicht jedoch der Mechanismus. Aber der Schluß ist 
wohl berechtigt, daß die Haut ein Gewebe sei, welches in sich die Be- 
fähigung zu einem erheblichen Hämoglobinabbau trägt. 


JO 
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In meiner nächsten Versuchsreihe habe ich den Einfluß von Leber- 
extrakt auf die Größe des Hämoglobinabbaues untersucht. Während wir 
mit Sicherheit den Hämoglobinabbau in der Leber selbst kennen, sind 
die Ansichten über den Hämoglobinabbau durch Leberbrei oder ähnliche 
Leberpräparate verschieden; einige Autoren finden auch hierdurch 
einen Abbau des Hämoglobins, während andere denselben entweder 
vermißten oder ihn nur als geringfügig erachten. Zu meinen Versuchen 
diente das schon beschriebene Kochsalzextrakt der Leber. Außer Leber- 
extrakt habe ich noch Lungenextrakt, Nierenextrakt und Muskelextrakt 
auf ihre hämoglobinabbauende Wirkung untersucht. Die Ergebnisse 
dieser Versuchsreihen finden sich in den nachfolgenden Protokollen der 
Versuchsbeispiele Versuch 4, 5, 6 und 12, sowie in der kurvenmáBigen 
Darstellung der Abb. 2. 
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Versuch 4. 
Die Lósungen: 


a) 0.9proz. NaCl-Lösung, 
b) Leberextrakt in NaCl-Lösung, 
c) 0,9proz. NaCl in l0proz. Blutlósung. 


Die Proben: 


1. 25cem von Lösung „ec“ + 5 cem von Lösung „bh“. 





























2: 25 LE LE ”,”P en + 5 95 39 LK „a. 
Tabelle IV. 
S "a — Zeit o Zahl der Teilstriche Í Abhalieder Absorpiion 
alum 1 E EEN E EE 
‚ Messungen | 1. Probe 2, Probe || 1.Probe | 2.Probe | 1. Probe 2. Probe 
1925 ` Leber Kontrolle | Leber | Kontrolle | Leber Kontrolle 
mt. I | 1345 | 1330 . 11,0 UE "€ en, Y ¿s 
J , 1445 = . 203 — 14. 93 | — 
HI 16,45 — 5987 -E DE 
D | 1645 — _ 99 sie 3.) = 
I. V +, 13,40 | 13,30 30,1 | 449 | 32 01 
VI: 1750) — o 301  — | 00  — 
| | | 191 | o 


Versuch 5. 
Die Lösungen: 


a) 0,9proz. NaCl-Lósung, 
b) Lungenextrakt in NaCl-Lösung, 
e) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlósung. 


Die Proben: 
1. 25cem von Lösung ,,c + öcem von Lösung „b“. 


š ç = H 
2. 25 9 ,> > se eet: SE? „ an sall pl 


Tabelle V. 








| Zahl der Teilstriche || Abnahme der Absorption 


2. Probe l. Probe ' 2. Probe 



































Messungen 1. Probe KS? Probe | 2. Probe 

1925 | NS Lungen I ‚Kontrolle , Lungen | Kontrolle II Lungen ` Kontrolle 
5. III I 1 1405 | 13,30 mä 448 — ge 
' IT: 13806, — 11900-002373) — 
III 1605 | — 34,6 — 2,7 = 
DN" 1705 | — 35,8 = e EE S 
6. IIT. V 1 1435 | 13,30 ' 411 © 449 | 53 0.1 

ı VE ¿11121 — ' 413 =p 02 — 
` | | x 21 ` OIl 
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V. Calvo-Criado: 
Versuch 6. 
Die Lósungen: 


a) 0,9proz. NaCl-Lösung, 
b) Nierenbrei in Na C1-Losung, 
c) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlósung. 


Die Proben: 


l. 25 cem von Lösung GL 5 cem von Lösung hr, 


m 66 
2. 25 ” °” ” x C + 5 


H 9 


Tabelle VI. 

























| Zeit 
Datum : 
Messungen | 1, Probe | 2. Probe 
1925 | Nieren Kontrolle 
5. II. I ` 1420 | 1330 ` 321 44 8 
II 1520 ¡ — 37,0 > 
III 16,20 — į 405 — 
IV 17,20 — | 416 == 
6. IIT. V ` 1400 | 1330 44 7 44 9 
VI 1730 ` — | 446 | — 
x | | 
0 


Versuch 12. 
Die Lösungen: 
a) 0,9proz. NaCl-Lösung, 
b) Muskelextrakt in NaCl-Lósung, 
e) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlósung. 


Die Proben: 


kk 


„A. 


| Zahl der Teilstriche |, Abnahme der Absorption 


1. Probe 2. Probe || 
Nieren Kontrolie |: Nieren | Kontrolle 


1. Probe | 2. Probe 


`. 


— Fei Fei Qu. O 
| 





l. 25cem von Lösung ,,c + 5 cem von Lösung Ji, 


2. 25 TE 39 , je” + 5 39 N 


Tabelle XII. 





Zahl der Teilstriche 











” 





..a `°. 


Teilstriche | Abnahme der Absorption 
1. Probe 2. Probe 


Muskel | Kontrolle 

















Zeit | 
Datum EE 

Messungen | 1. Probe | 2. Probe E l. Probe | 2. Probe 
1925 | Muskel | Kontrolle | Muskel Kontrolle 

25. VI. I: 1030 | 1045 : 354 | 424 
II 1135 | 1150 | 382 42.0 

x IT? 1420 | 1440 | 426 42,2 

IV | 1510 | 1530 | 458 42,5 

V | 17/00 720 | 459 42 4 

26. VI. VI 11,45 | 11,00 | 46,3 42,6 
VII | 1520 | 1600 463 425 


28 ,—0 
44 ' 02 
3,2 | 0,3 
0,1 KEE 0.1 
04 0,2 
0.0 — 0l 
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Aus diesen Versuchsreihen ergibt sich, daß ausnahmslos alle Ge- 
webe hämoglobinabbauende Funktion besitzen. Am größten ist dieselbe 
bei der Leber. Es ist aber beachtenswert, daß der Hämoglobinabbau 
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Abb. 2 


durch Leberextrakt zwar größer ist als derjenige durch Extrakte von 
Lungen, Niere und Muskel, aber verglichen mit dem Hämoglobinabbau 
duch die Haut, annähernd von derselben Größenordnung. 


Um die in der voraufgehenden Versuchsreihe mitgeteilten Ergebnisse 
zu überprüfen, wurde noch eine weitere Versuchsreihe mit den gleichen 
Extrakten angestellt. Die Ergebnisse sind in den Protokollen der Ver- 
suche 8 bis 11 mitgeteilt. 


Versuch 8. 
Die Lösungen: 
a) 0,9proz. NaCl-Lösung, 
h) Leberextrakt in NaCl-Lösung, 
c) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlösung. 


Die Proben: 
1. 25cem von Lösung „ce“ + 5cem von Lösung „b“. 


DI = es 
2: 25 9. .. se + .) .. „aA ° 


° ?9 LK 
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Tabelle VIII. 

EE Zeit | Zahl der Teilstriche [Abnahme der Abi 
atum Bet rm an ee na ns, IEA E 
Messungen | Probe 2. Probe ; 1.Probe | 2.Probe |! 1.Probe , 2.Pmbe 
1925 I Leber Kontrolle H _ Leber | Kontrolle = Leber | Kontrel 

12. 117. I 10,30 | 1024 | 156 | 423 = = 

II 1350 — , 2% | = 14,2 = 

JII , 14,50 — | 31,2 — 1,4 = 

IV — 1550 — | 324 = 12 = 

V 16580  — ` 3 | — oT = 

13.1. VI 10,15 1025 — 358 | 4,25 2,7 02 
| VII 16,50 — FT 3858 ¡ — 0 —_ 

| 909 02 


.. 


Versuch 9. 
Die Lösungen: 


a) 0,9proz. NaCl-Lösung, 

b) Lungenextrakt in NaCl-Lósung. 

c) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlósung. 
Die Proben: 


1. 25cem von Lösung ,,c* + 5cem von Lösung „b“. 
























2: 25 VW se 99 Ko + 5 99 (E ” Be 
Tabelle IX. 
Ü ze | Zahl der ' Teilstriche |Abnahmeder Abee 
Datum E | 
Messungen | 1. probe | 2.Probe ¡| 1. Probe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 
1925 | | Lungen ; Kontrolle | Lungen | Kontrolle | Lungen I Kontrolle 
Eet? I. 1005 | 1024 ' 328 | anc" 
II 13,30 — | 36,4 — | 3,6 a 
HI 14,30 — | 36,9 — ` 0,5 E 
IV © 1530 e ` 313 — | 04 — 
V ` 16.30 — 3715 : — | 0,2 = 
13.111. VI 11,40 | 10,25 399 ` 425 | 2⁄4 02 
VII 16,30 — | 398 — | — 01 1 
| on ` 0,2 


Versuch 10. 
Die Lósungen: 
a) 0,9proz. NaCl-Lösung, £ 
b) Nierenbrei in NaCl-Lösung, 
c) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlósung. 


Die Proben: 
l. £ 


>= e ei - EN hr 
25 com von Lösung ..e + 5cem von Lösung „b- 
2. 25 a EN e ON 5 


ç 
an 9 „a ° 
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Tabelle X 
EN Zeit || Zahl der Teilstr S r. 
Datum | ` , 
Messungen| 1, Probe | 2.Probe | 1.Probe | 2.Probe || 1.Probe | 2. Probe 
1925 s EE UN Kontrolle i Nieren Kontrolle ¡e Nieren ` “Kontrolle 
12, 111. I | 10,50 | 10,24 | 36 | 423 | — Es 
H . 1410 — | 41,2 — | 76 — 
IT | 1510 | — | 44 — 1.02 = 
IV , 16,10 — | 427 — | 13 — 
| V i 1710 — | 431 — 0/4 — 
DILL VI ' 1035 , 1025 © 44,7 25 + 16 | 02 
VII 17,20 , — 445 | — ‚02 | — 
| | 109 | 02 
Versuch 11. 
Die Lósungen: 
a) 0,9proz. Na Cl-Lósung, 
b) Muskelextrakt in NaCl-Lösung, 
c) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlósung. 
Die Proben: 
1. 25 cem von Lösung ‚ec‘ + 5 cem von Lösung „b“ 
2. 25 ” sn x „er “FE 5 UI 29 sn e 
Tabelle X L. 
See E E a Zeit | Zahl der Teilstriche Abnahme der Absorption 
en 1. Probe 2. Probe 1. Prooe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 
1925 | Muskel. Kontroles Muskel I Kontrolle (8 Muskel | Kontrolle | 
I5. VI) T | 1340 | 1355 | 363 | 40,3 ie AE a 
| II u 14 A0 14, 56 ' 391 ' 404 28 | 0.1 
HH | 15,40 | 15,55 | 408 ' 40.4 17 ; 00 
l IV + 1640 , 1655 | 436 405 28 ¡ Ol 
` 1 17,40 1755 | 447 40,4 LI j| — 0.1 
16. VI VI s 11,20 , 11,40 | 464 40,5 17 OI 
VI > 1605 1630 ' 465 40,5 01 00. 
| 10,2 02 


Diese vier Versuchsreihen bestátigen das vorher erhaltene Ergebnis. 
Höchstens tritt als Unterschied ein noch stárkeres Überwiegen des 
Hämoglobinabbaues durch Leberextrakt hervor, so daß doch die Leber 
der Haut an Befähigung zum Hämoglobinabbau vorangeht. 


Bekanntlich hat Ebnöther in seiner oben erwähnten Arbeit den 
Nachweis geliefert, daß Milzextrakte den Hämoglobinabbau durch 
Leberextrakte wesentlich vergrößern, also aktivierend wirken, denn 
die Milz besaß nach Ebnóther so gut wie keinen Einfluß auf den Hämo- 
globinabbau. Aus seinen Befunden zog Ebnöther den Schluß, daß die 
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Milz mit Rücksicht auf den Hämoglobinabbau eine aktivierende Funk. 
tion auf die Leber ausführe. Die Förderung, welche die Leberfunktion 
durch die Milz erfährt, ist seither in einer Reihe von Arbeiten aus dem 
Berner physiologischen Institut untersucht und nach verschiedenen 
Richtungen bewiesen worden. Es erschien mir angebracht, da die 
Ebnötherschen Versuche in der Literatur nicht hinreichend bekannt 
geworden sind, seine Versuche noch einmal zu wiederholen. Das Er- 
gebnis dieser Versuche teile ich in den Versuchsbeispielen 13 und D 
und in der kurvenmäßigen Darstellung des Versuchs 14 mit. 


EII SES 











J6 AUREA 
55 Rene 
yo ESA 

TS 


PHH SC 
ARA See E 










46 
[IEEE Lore 
EE A A 





HRS 

HEER 

la 

9 10 12 W 16 B 20 22 246 2 A 6 3 7 12 14 76 RE 
Abb. 3. 


Versuch 13. 
Die Lósungen: 
a) 0,9proz. NaCl-Lösung, 
b) Leberextrakt in Na Cl-Lósung, 
c) Milzextrakt in NaCl-Lósung, 
d) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlósung. 





Die Proben: 
1. 50 cem von Lösung „d“ + Beem von Lösung ,b“ + 3ccm 
von Lösung ‚‚c“ 
2. 50 cem von Lösung ,,1“ + 10 cem von Lösung „a“. 
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Tabelle XIII. 
SSES | ú Zeit — | Zahi der Teilstriche | Abnahme der EE 
a Pe Se babe E Paba SE 
KSE ..1.Prone , 2.Probe 1. Probe | 2. Probe | 1.Probe | 2. Probe 
99 | Bee l Kontrolle _ Leber, us ` | Kontrolle | Leber Als Kontrolle 
29. VI, I 103 | 1045 ` 162 394  — SS 
cy 1135 1155 | 257 35 95 0,1 
111 14,00 | 1420 364 395 | 107 . 00 
IV 15/00 | 1520 | 396 | 395 ¡| 32 0.0 
O V >o 1630 16,50 , 40,1 , 394 | 05  —0l 
30. VI. VI ' 1040 11,00 | 463 x 393 ` 62 — 0,1l 
VII 16,00 1620463 | 393 ¡ 00 on ` 
301 |—0,1 


Versuch 14. 
Die Lósungen: 
a) 0,9proz. NaCl-Lösung, 
b) Leberextrakt in NaCl-Lósung, 
e) Milzextrakt in NaCl-Lösung, 
d) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlósung. 


Die Proben: 
1. 50cem von Lösung „d“ + 5cem von Lösung ,b“ + 5 com 
von Lösung ,,c'' 

25 ccm von Lösung „d“ + öcem von Lösung „b'“. 

3.25 y ge . d + 5 ., 2 Si se 

4. 50 ,, Ss Se „d + 10 ,, P Sp su, 


ES 
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Tabelle XIV. 

o o o Zeit I I "Zahl der Teilstriche f Abnahme dei Absorptiön 
Š ms Sas =Z SCH co Ca CR Ey | 4 £x Se 
19095 Z BE dul ei Dy Se EN Di sE E E, a 
Leni ui 9,401 10,15 10,35 10,00 19,2. 152 268398 | —| = 1 =¡= 
| H 11,00 11,201 11,40 — — | 134, 92. 23 — 
II | 13,45 14,10 14,30 — 1303 | = (167! 43' 14 — 
IV 14,45 15, 101 15.30 — 143,0. 312 312 — 3⁄7 25, 07 — 
V 11545 16,10 16,30. — ` 46,9 339 316 — ¡39 27 04 — 
2. VIL, VI, 9,40: 10,15 10,40 — 51,0 136,5 340 — Al 26| 24 — 
va IT, 15,35 16,05 17 -02 01 -0,1.0,1 

i | ES TEE 
| E ZE ae 214] 7, 7,1/0,1 


Aus Versuch 13 ergibt sich, daß die Vermengung von Leber und 
Milzextrakt die größte Abnahme der Lichtabsorption unter allen bis- 
herigen Beobachtungen erzielte, woraus folgt, daß der Zusatz von 
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Milzextrakt zum Leberextrakt den ohnehin schon grofen Hámoglobin- 
abbau durch Leberextrakt allein wesentlich verstárkt. Noch deutlicher 
tritt diese Erscheinung in Versuch 14 zutage, insbesondere in der 
kurvenmäßigen Darstellung. Man erkennt in Kurve 2 den starken Hámo- 
globinabbau durch die Leber allein, in Kurve 3 den geringfügigen Hämo- 
globinabbau durch Milzextrakt, während die steil und tief absinkende 
Kurve 1 den starken Hämoglobinabbau durch die vereinte Wirkung 
des Leber- und Milzextraktes darstellt. Sie ist keine Summations- 
kurve, sondern ist der deutliche Ausdruck eines obwaltenden akti- 
vierenden Einflusses. Die Kurve 4 illustriert das Konstantbleiben der 
Kontrollösung. 

Meine Versuche bestätigen vollinhaltlich die von Asher und Ebnöther 
aufgestellte Lehre von dem aktivierenden Einfluß der Milz auf die 
hämoglobinabbauende Funktion der Leber. 

Die voraufgehenden Versuche haben gezeigt, daß allen unter- 
suchten Gewebsextrakten die Befähigung zum Hämoglobinabbau 
zukommt. Man kann diese Tatsache zugunsten der Annahme an- 
führen, daß auch innerhalb des Körpers alle Gewebe zum Abbau des 
Hämoglobins befähigt seien und somit die erste Etappe zur extra- 
hepatischen Gallenfarbstoffbildung gegeben sei. Freilich steht die 
Leber selbst an erster Stelle, aber darauf folgt sofort bemerkenswerter- 
weise die Haut, deren Hämoglobinabbau gelegentlich fast von derselben 
»rößenordnung sein kann wie diejenige durch die Leber. Der Hámo- 
globinabbau durch Lungen, Nieren und Muskelextrakt ist wiederum 
kleiner als derjenige durch die Haut. Die Wirkungen der drei Gewebs- 
extrakte sind nicht wesentlich voneinander verschieden. Eine Tatsache, 
die Beachtung verdient, ist die, daß im Anfang der Versuche der Hämo- 
globinabbau am raschesten verläuft, dann aber sich mehr und mehr 
verlangsamt. Ob dies darauf beruhe, daß die in den Kochsalzextrakten 
übergehenden Agenzien nur mit der Anfangsphase des Hämoglobin- 
abbaues zu tun haben, zur Weiterführung desselben es aber anderer 
Agenzien bedürfe, oder ob der beobachtete Verlauf im Wesen eines 
einheitlichen chemischen Prozesses liege, läßt sich aus der Anordnung 
meiner Versuche nicht entnehmen. 

Eine neue Aufgabe, die aus den Ergebnissen meiner Versuche 
erwächst, wäre die Auffindung eines wohl charakterisierten Stoffes, der, 
in allen Geweben vorhanden, den Hämoglobinabbau bewerkstelligen 
könnte. Da Brugsch die Mitteilung gemacht hat, daß Brenzkatechin 
Hämoglobin bis zu Gallenfarbstoff abbaue, mußte auch an diesen Stoff 
gedacht werden. Ich habe einige Versuche darüber angestellt, bin aber 
nieht zu den gleichen Resultaten gekommen wie Brugsch. Da es sich 
aber nur um Vorversuche handelte, will ich kein Gewicht darauf legen. 
Es sollen aber die Untersuchungen über dasjenige in den Gewebs- 
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extrakten, was dem Hämoglobinabbau zugrunde liegt, fortgesetzt 
werden. 


Zusammengefaßt, sind die Resultate der vorstehenden Arbeit die 
folgenden: 


1. Es wurde spektrophotometrisch der Hämoglobinabbau durch 
verschiedene Gewebsextrakte quantitativ bestimmt. 


2. Leberextrakt bewirkte den stärksten Hämoglobinabbau; fast 
ebenso groß war derjenige durch Extrakt menschlicher Haut; es folgten 
dann untereinander gleich die Extrakte von Lunge, Niere und Muskel. 


3. Zusatz von Milzextrakt zu Leberextrakt verstärkte in hohem 
Maße den Hämoglobinabbau des Leberextraktes; hiermit sind die Be- 
funde von Ebnöther erneut bestätigt. 


4. Die Befunde können als Stütze für die Annahme gelten, daß 
alle Gewebe zum Hämoglobinabbau befähigt sind, und sie können auch 
mit Rücksicht auf die Möglichkeit der extrahepatischen Bildung von 
Gallenfarbstoff verwertet werden. 


Beiträge zur Physiologie der Drüsen. 
Von 
Leon Asher. 
Nr. 83. 


Nachweis der Entstehung von Kohlehydraten aus Fett 
und Abhängigkeit derselben von der Leber. 


Von 
V. Calvo-Criado (Valladolid). 


[Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universität Bem.] 
(Eingegangen am 7. August 1925.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Probleme, mit denen sich seit einer Reihe von Jahren Arbeiten 
des Berner physiologischen Instituts beschäftigten, hatten zur Schaffung 
einer Methodik geführt, um praktisch kohlehydratfreie Tiere zu er- 
zeugen. Ihre letzte Vervollkommnung erhielt die Methode in den 
Händen von Takahashi), dem es mit derselben zum ersten Male gelang. 
den autonomen Kohlehydratstoffwechsel des Zentralnervensystems, 
der seitdem von Winterstein bestätigt worden ist, aufzudecken. Der 
Besitz dieser Methode gestattet, eine Reihe von weiteren Problemen 
mit Aussicht auf Erfolg in Angriff zu nehmen. Ich folgte daher der 
Anregung von Prof. Asher, um eines der strittigsten Probleme dieser 
Art, nämlich die Frage nach der etwaigen Entstehung von Zucker aus 
Fett, zu untersuchen. 

Auf die Literatur dieses Gegenstandes brauche ich nicht em- 
zugehen, weil Geelmuyden?) in seinen groß angelegten Monographien 
die Literatur erschöpfend behandelt und sehr eingehend alle Momente, 
die bisher für und gegen die von ihm energisch vertretene Lehre von der 
Bildung des Zuckers aus Fett sprechen, kritisch analysiert hat. 

Es ist klar, daß die erste Voraussetzung für die Beweisführung 
darin besteht, daß wirklich die Versuchstiere aller Kohlehydratdepots 
beraubt sind. Ferner muß das Ernährungsregime der Tiere so geleitet 
werden, daß eine Neubildung von Kohlehydraten ausgeschlossen ist. 
Drittens müssen die Bedingungen der Versuche so liegen. daß nicht 


1) Diese Zeitschr. 154, 444, 1924. 
2) Chr. Geelmuyden, Ergebn. d. Physiol. 21. Jahrg. 1, 1923; 22. Jahre. 
51. 1923. 
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etwa aus einer gesteigerten Eiweißzersetzung die etwaige Bildung von 
Zucker abgeleitet werden kann. Diesen Voraussetzungen wurde die 
von mir angewandte Methodik angepaßt, die im wesentlichen, abgesehen 
von einigen Einzelheiten, schon von Takahashi benutzt wurde. 

Als Versuchstiere dienten die zu meinen Zwecken ganz besonders 
geeigneten weißen Ratten. Die Tiere erhielten die ersten 3 bis 6 Tage 
Fleisch, Pepton-Witte sic. puriss. und Schilddrüsentabletten von 
Bourroughs Wellcome de Co., jede Tablette 0,3 g trockene Schafsschild- 
drüse enthaltend. Auf das Gramm Tier erhielt dasselbe 0,17 Cal. 
Täglich wurden 1g Fleisch pro Kalorie, 2 bis 4g Pepton und eine 
Schilddrüsentablette, alles im Mörser sehr gut verrieben, in der Nahrung 
gereicht. Das äußerst magere Rindfleisch war vorher klein gehackt, 
eine Viertelstunde gekocht und dann mit heißem Wasser gewaschen. Auf 
diese Weise versuchte ich das Fleisch möglichst kohlehydrat- und fett- 
arm zu haben. 

Das Pepton wurde vom fünften oder sechsten Tage an weggelassen. 
Es hängt dies vom Zustande des Tieres ab, welcher dadurch ver- 
schlechtert werden kann, daß das Pepton ein Lebergift ist und durch 
diese Eigenschaft, wie aus früheren Arbeiten des Berner physiologischen 
Instituts bekannt ist, auf das wirksamste die Leber kohlehydratfrei 
macht und ihre Befähigung zur Glykogenbildung tief herabsetzt. Hin- 
gegen wird die Schilddrüsenfütterung bis zum Ende des Versuchs 
fortgesetzt, wobei wiederum, je nach dem Verhalten des Tieres, die 
Dosen individuell variiert werden müssen. Wegen des Umstandes, 
daß als dritter und dauernder Eingriff die Behandlung mit Phlorrhizin 
hinzutritt, sei hier darauf hingewiesen, daß in der dauernden Zufuhr 
von Schilddrüse ein wesentlicher methodologischer und sachlicher 
Unterschied gegenüber anderen Arbeiten vorliegt, in denen Phlorrhizin 
zu Zwecken der Untersuchung des Kohlehydratstoffwechsels benutzt 
wird, wie beispielsweise in den letzten wichtigen Arbeiten von Junkers- 
dorf. Der Kohlehydratbestand und der Kohlehydratstoffwechsel eines 
Tieres mit bloßer Phlorrhizininjektion oder mit Phlorrhizininjektion und 
andauernder Schilddrüsenzufuhr ist ein durchaus verschiedener, und 
das um so mehr, wenn eine Periode der Peptonfütterung voraufging. 

Am fünften, sechsten oder siebenten Tage wurde zum ersten Male 
Phlorrhizin eingespritzt und dann meist alle zwei Tage wiederholt. Ich 
gebrauchte die Methode von Coolen!). Für die weißen Ratten hat sich 
als beste Dosis 0,05 g Phlorrhizin, d. h. 1 ccm einer Suspension von 1 g 
fein pulverisiertem Phlorrhizin in 20 cem Olivenöl ergeben. 

Den Ratten muß bei dieser Ernährungsart reichlich Wasser zur 
Verfügung gestellt werden. Ich habe hierauf genau acht gegeben, weil 


1) Graham Lusk, Über Phlorrhizinglvkosurie, Ergebn. d. Physiol. 12, 
315, 1912. 
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Ratten, die nicht einen Überfluß an Wasser erhalten, zugrunde gehen 
oder sie mindestens in einen Zustand kommen, der sie für die Ver- 
suche unbrauchbar macht. 

Auf die durch Phlorrhizin erzeugte Zuckerausscheidung wurde 
Fettfütterung aufgesetzt, um zu sehen, ob die Fettfütterung eine 
Steigerung der Zuckerausscheidung bewirkte. Mit der Fettfütterung 
begann ich nach der dritten Phlorrhizineinspritzung. Ich benutzte 
das sich gut mit der anderen Nahrung mischbare frische Schweinefett. 
Für eine Ratte von 150 bis 200 g betrug die beste Tagesmenge 4g. 
Geht man über diese Menge hinaus, so tritt Diarrhöe ein. 

Die Ratten befanden sich in den im Berner physiologischen Institut 
üblichen Stoffwechselkäfigen, in denen Harn und Kot getrennt auf- 
gefangen und die Tiere rein gehalten werden. Täglich wurden um 
10 Uhr morgens die Ratten gewogen und der abgeschiedene Harn 
quantitativ aufgenommen. Die Fütterung und die Einspritzungen 
wurden zwischen 10 bis 12 Uhr gemacht. 

Im Harn habe ich Gesamt-N, Zucker und. wo es erforderlich war, 
Aceton und Acetessigsäure bestimmt. 

Die Gesamtstickstoffbestimmung wurde nach der Methode von 
Kjeldahl in der Gestalt des Mikroverfahrens von Abderhalden ausgeführt. 
Die Zuckerbestimmung wurde nach der Methode von Folin- Wu unter 
Benutzung eines Dubosqschen Kolorimeters gemacht. Wenn Eiweiß 
im Harne vorhanden war, wurde vorher nach Folin enteiweißt. Die 
Bestimmung des Acetons und des Acetons aus Acetessigsäure geschah 
nach den Angaben von Pincussen!). 

Meine Versuche sind insgesamt an elf Ratten angestellt worden. 
Die Resultate der Analysen sämtlicher Versuchsreihen bringe ich in 
Form von Protokollen und Kurven im Zusammenhang am Schlusse 
meiner Arbeit. Ehe ich auf die aus diesen Protokollen und Kurven 
ersichtlichen Antworten auf die Frage nach der Bildung von Zucker 
aus Fett eingehe, will ich eine kurze Gesamtübersicht über den Verlauf 
der Ereignisse an den elf Ratten geben. Die Protokolle sind so an- 
geordnet, daß sie Gewicht, tägliche Harnmenge, die Stickstoff- und 
Zuckermengen, die Fütterungsart und die übrigen Eingriffe für den 
angegebenen Versuchstag verzeichnen, während der Einfluß einer 
bestimmten Fütterung oder einer Einspritzung nach den Bedingungen 
der Versuche in den Angaben des folgenden Tages zu finden ist. p 

An den ersten drei Ratten machte ich, wie die Tabellen lehren, die 
Beobachtung, daß es nicht möglich ist, viele Tage nacheinander den 
Ratten Pepton zu geben, denn die Tiere nehmen sehr rasch an Körper- 
gewicht ab und sterben nach der ersten Phlorrhizineinspritzung, die 





1) L. Pincussen, Mikromethodik. Leipzig 1923. 
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nur eine sehr geringe Zuckcrausscheidung im Harn erzeugt. Der Tod 
tritt unter den Erscheinungen zunehmender Schwäche ein; gelegentlich 
beobachtete ich auch einige Krämpfe. Die Sektionsbefunde waren 
in allen drei Fällen negativ. Die schwere Schädigung durch dauernde 
Peptonfütterung ist nach den bekannten Erfahrungen des Berner 
physiologischen Instituts auf die schwere funktionelle Schädigung der 
Leber zurückzuführen. Sowohl das gelegentliche Auftreten von 
Krämpfen wie die geringe Zuckerausscheidung nach Phlorrhizin weisen 
auf eine Hypoglykämie infolge der Vergiftung der Leber durch 
Pepton hin. 

Ratte 4 hat, als am neunten Tage der Zusatz von Fett zur Nahrung 
eintrat, nicht alles gefressen, nachher aber, als 4 g Fett gegeben wurden, 
nahm die Ratte anstandslos das gesamte Futter zu sich. In der Periode 
der Fettfütterung kommt es zu den größten Wasserausscheidungen im 
Harn innerhalb der ganzen Versuchsreihe. Mit dem Beginn der Fett- 
emährung kommt es zu einem größeren Gewichtssturz, der sich aber 
dann verlangsamt. Ratte 5 ist nach einer zwölftägigen Versuchsperiode 
unter Krämpfen gestorben. Daß es sich hierbei um eine schwere Störung 
des Kohlehydratstoffwechsels gehandelt habe, geht daraus hervor, 
daß nach dem Einsetzen der Fetternährung die täglich ausgeschiedenen 
Acetonmengen recht beträchtliche waren. 

Das Auftreten von Aceton bei Ratte 4 und 5 veranlaßte mich, den 
Versuch zu machen, die Acidosis durch Natrium carbonicum zu be- 
kämpfen. Ich ging dabei von dem Gedanken aus, daß möglicherweise 
die Acidosis ein Hinderungsgrund für die Umwandlung von Fett in 
Zucker sein könnte. Es gelang mir aber nicht, das Natrium carbonicum 
den Ratten zuzuführen, weil sie weder die mit Natrium carbonicum 
versetzte Nahrung, noch Wasser mit aufgelöstem Natrium carbonicum 
aufnehmen wollten. Von der Zufuhr mit Hilfe der Schlundsonde habe 
ich absichtlich abgesehen. 

Bei Ratte 8 habe ich eine 29tägige Versuchsreihe durchführen 
können, obwohl das Körpergewicht allmählich, wenn auch schließlich 
in verlangsamter Form, abnahm. In dieser Versuchsreihe habe ich 
auch zum ersten Male an 3 Tagen der Nahrung eine kleine Menge von 
Rohrzucker zugefügt, wovon später die Rede sein soll. Diese Ratte 
zeigte im übrigen Erscheinungen, welche bei Störungen des Kohle- 
hydratstoffwechsels vorkommen, nämlich Polyphagie und gesteigerte 
Diurese, sowie an den Tagen, die dem Fettzusatz in der Nahrung folgten, 
Acetonausscheidung. Das Tier starb unter den Erscheinungen von 
Krámpfen und zunehmender Schwäche. 

Bei Ratte 9 ließ sich eine 22tágige Versuchsperiode durchführen. 
Im übrigen gilt von dieser Versuchsreihe genau das gleiche wie von der 
voraufgehenden. 
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In den Versuchsreihen 10 und 11 habe ich systematisch den Ge- 
danken durchgeführt, der vorhin kurz erwähnt wurde. Die ganze Art 
der für meine Versuchszwecke notwendigen Ernährung sowie die 
mannigfachen Symptome, welche im Verlauf der Versuchsreihen zu 
beobachten waren, wiesen auf ein Darniederliegen der Leberfunktionen 
hin. Die Bedeutung der Kohlehydrate für ein normales oder mindesten: 
nicht unterwertiges Funktionieren der Leber ist aus Untersuchungen 
der letzten Jahre immer klarer geworden. So mußte daran gedacht 
werden, ob nicht die Umwandlung von Fetten in Kohlehydrate durch 
die radikale Beraubung der Leber ihrer Kohlehydrate durch mein 
Versuchsverfahren gestört würde. Aus diesem Gedankengang herau: 
habe icn im Versuch 10 und 11 sowohl an fettreichen Tagen wie an 
den Tagen mit Fettzusatz eine konstante kleine Menge von Rohrzucker 
der Nahrung zugesetzt. Würde eine nicht zu unterwertige Leber be- 
fähigt sein, aus Fett Zucker zu machen, so müßten unter den obwaltenden 
Versuchsbedingungen an denjenigen Tagen, welche der Fettzufuhr 
folgten, die Zuckerausscheidungen größer sein als an den anderen 
Tagen. Dies ist nun tatsächlich in beiden Versuchsreihen am. 
gesprochenermaßen der Fall. Versuchsreihe 10 dauerte 39 Tage an, 
Versuchsreihe 11 30 Tage. Die Tiere befanden sich am Ende des 
Versuchs in einem guten Zustande und hatten auch fast das 
normale Körpergewicht wiedergewonnen. Es ist dies Verhalten dem 
Umstande zuzuschreiben, daß ich in der letzten Versuchsperiode mit 
der Schilddrüsenzufuhr in der Nahrung aufhörte, wegen des Beginns 
der Schwäche der Tiere. Mit dem Aussetzen der Schilddrüsenzufuhr 
hob sich, trotzdem alle anderen Eingriffe fortgesetzt wurden, der 
Kräftezustand wieder. 


Um zur Hauptfrage überzugehen, so handelte es sich darum, zu 
untersuchen, ob unter den geschilderten Versuchsbedingungen an den- 
jenigen Tagen, wo Fett der Nahrung zugesetzt wurde, die durch 
Phlorrhizin im Haın ausgeschiedene Zuckermenge vergrößert würde. 
Zuerst will ich diejenigen Versuche betrachten; bei denen kein Rohr- 
zuckerzusatz der Nahrung beigefügt wurde. Im Versuch 4 geht der 
Einfluß des Fettes auf die Zuckerbildung klar aus den Versuchsergeb- 
nissen zwischen 15. und 17. November und 19. und 20. November hervor. 
Beide Male folgt auf die Zulage von Fett eine sehr ausgesprochene Stel- 
gerung der Zuckerausscheidung. Die Kurve zeigt Maximalwerte. Ganz 
anders steht es mit der Stickstoffausschejdung, die häufig, wenn die 
Zuckerausscheidung relative Maxima aufweist, im Gegenteil relative 
Minima erkennen läßt. Aus diesem Grunde berechtigt das Resultat des 
Versuchs 4, die Bildung von Zucker aus Fett anzunehmen. Noch deut- 
licher sind die Ergebnisse des Versuchs 6. Die beiden absoluten Maxima 
liegen am 7. und am 21. Dezember. An diesen beiden Tagen wurden 
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5,25 bzw. 5,95 g Zucker im Harn ausgeschieden. Diesen Maxima der 
Zuckerausscheidung entsprechen keine Maxima der Stickstoffaus- 
scheidung. Das tritt auch in dem Werte des Quotienten D/N hervor, der 
an den genannten Tagen 2,46 bzw. 3,21 betrug. Die Nachbarwerte 
sind niedriger. An beiden genannten Tagen befand sich das Tier unter 
dem Einfluß des Fettzusatzes. 

Auch in den Versuchen 7, 8 und 9 entspricht in der überwiegenden 
Mehrzahl der Fälle dem Fettzusaiz eine entsprechende Steigerung der 
Zuckerausscheidung im Harn. Der Niehtzusammenhang mit der 
Stickstoffausscheidung geht sehr schön aus der kurvenmäßigen Dar- 
stellung der Versuche 8 und 9 hervor. Im Versuch 8 ist, abgesehen von 
2 Versuchstagen, die Stickstoffausscheidung annähernd konstant, im 
Versuch 9 hat sie im ganzen eine Tendenz zum Sinken. Auch hier ge- 
statten die Versuchsbedingungen wiederum auszuschließen, daß aus einer 
etwaigen Mehrzersetzung von Eiweiß die gesteigerte Zuckerausscheidung 
ableitbar wäre. Der Schluß erscheint daher zutreffend, daß aus dem 
in der Nahrung gereichten Fett der mehr ausgeschiedene Zucker ge- 
bildet worden sei. 

Die entscheidendsten Versuche sind jedoch die Versuche 10 und 11. 
Den Grund, weshalb sie entscheidend sind, habe ich schon angegeben, 
es ist der Rohrzuckerzusatz in der Nahrung. Derselbe äußert sich in 
den analytischen Daten in mehrfacher Weise. Erstens- darin, daß die 
Bildung von Acetonkörpern praktisch so gut wie verschwindet. Nur 
je einmal in Versuch 10 und 11 konnte ich meßbare Mengen von Aceton 
nachweisen. Zweitens ist im wesentlichen, wenn wir vom Anfang ab- 
sehen, die Stickstoffausscheidung eine nicht sehr von der Konstanz 
abweichende. Drittens hält sich das Körpergewicht auf einer Höhe, 
die das Wohlbefinden der Tiere nicht beeinträchtigt. Ganz anders 
steht es nun mit der Zuckerausscheidung im Harn, wobei wir wiederum 
von der ersten Periode absehen müssen, wo die Phlorrhizininjektionen 
einsetzen. Bei Ratte 10 konnte am 9. Februar 1925 ein Maximalwert 
der Zuckerausscheidung von 6g im Tagesharn konstatiert werden, 
nachdem 3 Tage je 4g Fett der Nahrung zugesetzt worden waren. An 
den 3 Tagen vorher betrug die 24stündige Zuckerausscheidung 0,03 g, 
492g, 1,82g. Es ist klar, daß die große Steigerung der Zuckeraus- 
scheidung nicht auf das 0,1 g Rohrzucker in der Nahrung zurückgeführt 
werden kann. Sehen wir uns die Stickstoffausscheidung im 24stündigen 
Harn an dem Tage der maximalen Zuckerausscheidung an, so beträgt sie 
1,24g, an den 3 Tagen vorher 1,40, 1,34 und 1,29g. Hieraus geht deutlich 
hervor, daß der mehr gebildete Zucker nicht aus Eiweiß stammen konnte. 

Genau die gleichen Betrachtungen gelten für das zweite höchste 
Maximum am 15. Februar mit 6,04 g. Im späteren Teil» des Versuchs 
ist zwar die Zuckerausscheidung schwankend geworden, aber nichts- 
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destoweniger tritt der Zusammenhang zwischen Fettzusatz und ver. 
mehrter Zuckerbildung unverkennbar hervor. 

In der Versuchsreihe 2 ist das größte Maximum der Zuckeraus- 
scheidung am 16. Februar 1925 mit 5,64 g im 24stündigen Harn. Gleich- 
zeitig ist ein relativer Minimalwert der Stickstoffausscheidung von 
1,27 g und ein Höchstwert des Quotienten DIN von 4,42 vorhanden. 
Zusammengehalten mit der Tatsache, daß alles dies nach dreitägigem 
Zusatz von je 4g Fett erfolgt, ergibt sich der Schluß der Neubildung 
von Zucker aus Fett bei unverändertem Eiweißumsatz. Die 
anderen maximalen Zuckerwerte der Versuchsreihe stehen wiederum 
im Zusammenhang mit einer je dreitägigen Periode von Fettzusatz 
bei konstant bleibender Eiweißzersetzung. 

Ich glaube, daß namentlich die beiden zuletzt genannten Versuchs- 
reihen den Beweis dafür bringen, daß Fett afıs Zucker entsteht. Ge- 
sichert wird dieser Beweis dadurch, daß aus den Versuchsdaten sich 
keine Möglichkeit ergibt, die gesteigerte Zuckerbildung aus der Eiweib- 
zersetzung abzuleiten. Aber als wesentliche Bedingung für das Ge- 
lingen der Beweisführung hat sich neben der vorherigen Kohlehydrat- 
beraubung und der Verunmöglichung des Glykogenansatzes in in Betracht 
kommender Weise die Zufuhr kleinster Mengen von Zucker erwiesen. 
Die Notwendigkeit dieser Zuckerzufuhr lehrt, bei dem jetzigen Stande 
unserer Kenntnisse, eindringlich, daß auch für die Bildungsmoglichkeit 
von Zucker aus Fett der funktionstüchtige Zustand der Leber ent- 
scheidend ist. 


Zusammengefaßt, sind die Resultate meiner Arbeit die nach- 
folgenden: 

1. Durch Vorbehandlung mit Pepton, mehr oder weniger dauernde 
Zufuhr von Schilddrüsenstoffen und Phlorrhizininjektionen wurden 
Ratten kohlehydratfrei gemacht, der Ansatz von Glykogen verhindert 
und eine dauernde Zuckerausscheidung hervorgerufen. 

2. Zusatz von Fett zur Nahrung führte entweder an den Tagen 
des Fettzusatzes oder sofort darauf zu einer erheblichen Steigerung 
der Zuckerausscheidung im Harn. 

3. Anden Tagen der Zuckermaxima blieb die Stickstoffausscheidung 
entweder konstant oder zeigte sogar relative Minima; der Quotient DA 
erreichte Maximalwerte. 

4. Aus den beiden vorherstehenden Sätzen ergibt sich, daß Zucker 
aus Fett gebildet wurde, während eine Entstehung aus Eiweiß nicht 
in Betracht kam, 

5. Durch geringfügigen Zusatz von Rohrzucker zur Nahrung trat 
die Bildung von Zucker aus Fett besonders klar in Erscheinung, was 
daher rührt, daß der kleine Zuekerzusatz die Leber in einen hinreichend 
funktionstüchtigen Zustand zu der genannten Umbildung versetzt. 
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| ` | Harn 
Datum | SECH | Menge Stickstoff : Zucker mg Aceton 11 ` 
| | 24 X d ¡in 100 ccm in 24 Std. in 100 ccm in 24 Std. pras Axt 
1924 | g Kg td. | g | g g g —formiertes ii 
Ra 
4. XI. | 280 | — | — ! — == Sr, ës 
5. XI. | 2405 | 51,4 | 0,714 | 0,3669 ¡ — S. ne 
6. XI. | 2250 | 413 | 2926 | 1,2084 | 0,0829 | 0,0342  — 
7. XI. | 2200 | 363 | 3346 | 1,2145 | 0,1376 | 0099 | — 4 
8. XI. | 2145 || 303 | 4186 | 1,2683 | 0,1204 | 00364 — 
9. XI. | 206,0 | 386 | 3,500 | 1,3510 | 0,0748 | 0,0288  — 
10. XI. | 202,2 | 58,2 | 2856 ' 1,6621 0,6818 | 0,3968 | == 
11. XI. | 201,5 | 54,0 | 2800 | 1,5120 | 1,5625 | 0,8437 | — 
12 XL | 1790 | 483 | 2422 11698 | 53571 | 25874 — 
da 
A XI. 7909657 ee, € Met ¿Z ah E. ¿= SS < 
5. XI. | 248.0 = 372 | 06860 | 02551  —= | — — 4 
6. XL | 240,2 ¡ 448 | 1,832 | 0,8207 | 0,0346 | 0,0155 m 7 
T. XL | 2432 | 38,1 | 3.2309 | 1,2309 | 0,07634| 0,0298 — + 
8. XL | 2442 | 27,2 | 5382 | 14639 ` 0,12295. 003344 , — 1 
9 XI. | 2400 | 304 | 5,152 | 15662 | 0,1060 | 0,03222 — 
10. XT. | 2375 | 350 | 4676 | 1,6366 | 056666 | 0,23331 — 4 
11. XI. | 2382 | 348 | 5180 | 18026 | 07317 | 025463 — 4 
12.XI. | 2270 | 510 | 3080 | 15708 | 56603 | 28867 - — 4 
13. XL | 2345 | 451 | 2450 | 1.1049 | 180124 | 0.8123 — i 
14. XI. | 210,2 | 54,1 || 0,854 | 0,4620 x 5,08474 | 2,7508 i 4.399 Sa 
15. XI. | 207,5 | 333 | 2828 | 0,9877 [6250 | 20812 4900 sA 
16. XI. | 1825 | 740 | 1,6184 | 1,1976 | 4,2857 | 3,1714 " 58921 “04 
17, XI. x 194,7 | 552 | 2,380 | 1,3137 | 5,8823 | 3,2470 | 49317 A 
18. XI. | 1950 | 621 i 1,421 | 0,8824 | 6,3157 | 3,9220 Sr 
19, XT. | 1900 ¡ 50.6 2,100 | 1,0626 5,3571 | 2,7107 ES - 
20. XT. © 1805 365 | 3.164 | 11548 | 10,144 | 3,7025 | 12087 54 
21, XT. 185.0 — 80 | 8,988 | 0,7190 | 042552] 003404 26509 1 
22, XI. | 1880 | 212 | 5544 | 1,1753 | 0,21276| 00451 | — 3 
23, XI. | 1840 , 370 | 4802 | 1,7767 | 018633 | 0,0689 == > 
24. XI. ; 1690 200 ' 5761 | 1,1522 | 0,19108! 0,0382 — + 
25. XI. — 1685 © 401 | 39% | 15719 | 52173 | 20921 — ' - 
26. XI. — ! 90 ` 8,134 07320 ` 1,0610 | 0,0954 — š 
i Ra 
17. XI. 149.7 = — en EN er : 
18. NI. 1490. 136 0986 01340 — == = S 
19. Al, 1480 130 ; 23389 0,3039 0,1428 | 0,0185 | — ü 
20. XL | 1407 | 150 ; 3948 05922 0,1666 | 00249 | — A 
21. NI. 1400 | 160 4270 0,6832  0,15384| 0,0246 | — š 
22, XI. | 136,2 132 596£ 0,5872 ' 0,18072| 0,0238 ` — ; 
23, XT, || 1340 i 140 ' 5.600 ¡0,7840 ¡ 0,2500 | 0,0350 — š 
24. XI. 1240 ' 135 ` 6076 | 08202 0,25641; 0,0346 — 
25. N I. 120.2 40,1 3,206 ' 1,2856 | 82191 | 3,2958 , — j 
26. XI. 1090 343 Aan ' 12245 652173 22369 | — ` 
27. XI. 115.0 245 3612 0.8549 10,256 2,5127 ; 19340 155 
28. XI 117.5 Ia 3.062 06933 113571 ° 1,9874 © 84612 006 
29. XI 905 20,3 2898 05882 8000 — 1,6240 3913 193 


Driisen 83. | 85 


















































| Fütterung S £ E 
G vient ‚Pepton | ilds © Natr. 3 ZS 
E | Sehilde | cars | SS Bemerkungen 
` No g g | g | tablette g |! = g 
mehen). 
© — Brot und Milch 
— | 30 15 | — | 1 — | — 
— 25 2 | — Le = il — Alles gefressen 
— 25 2 ' — Lj — | — E z 
ES 25 2 SSC a — ` — š A 
— | 27 |2 |— = — 005 1 . i 
0,23 30 | 2 „= ll, — — » a 
051380 12 * — ur — 1005 p., S 
nchen). 
| 
— 30 | 2 == s T. 
Sé 25 2,5 = 11, len u — 4,5g Futter von gestern 
| | nicht gefressen 
— ; 25 x 25 — 1 — — Alles gefressen 
— 25 125! — ] —  — . , 
SHEI 1 | — 0025 į} Eme seb Meine Menge 
— 25 125. — 1 — í — 
— 20 ; 3,2 Kë 1 — . 005 Alles gefressen 
183 , 40 — — ] — — e š 
: 03 25 — 10 1 — 0,05 > A 
Y 5.95 40 y — i — 1 | — — 28 g von gestern nicht 
| l | | gefressen 
39 2.10 25 — 3 1 — 0,05 | 7g nicht gefressen 
28B 264 25 — 3 1 — — Alles gefressen 
2 247 | 40 — ` — 1 — 005 |., . 
444 40 | — ' — l — — Ee ; 
u 2.55 25 — 4 ] — 0.05 š € 
t5 320 ' 25 — | 4 l — o — i š 
1 — 40 e SN _ SCENE i i 
Ui, E 40 —  — — — = S i 
' — ' 5 | — | — — — š . 
40 — — 1 — 0,05 E z 
1,33 40 — | — ] — — 
A a la e pal E 
bhen), 
SE E es U a 
— \ 15 2 — 1 — — 5 g nicht gefressen 
CH 15 2 — 1 — — ‚Fast alles gefressen 
— 18 2 aei l o. — Alles gefressen 
= IS  — zu 1 E == Fine kleine Menge nicht 
| gefressen 
Ser 20 == > | 1 — — 5,5g nicht gefressen 
Š — 25 — — ] — | 005 Alles gefressen 
256 | 25 E 2 1 — — o. i 
"182 25 — — | ] — ` 005 Š e 
D 283 | 25 — 3 | — l — I ç 
ke 2,86 | 25 — 3 l | 2 In 31/2g nicht gefressen 
a 2,76 — = j | Ee, e — Fast nichts gefressen 





86 L. Asher: 













































































Datum || wine | Menge Side Zucker me Aioni 1ng 
24 Std. in 1Wcem in 24 Std. 'in Wu vom in 24 Std. Pm: Asa 

1924 | g |, g | g | Ë | g formiertes | sf 

patt 

SEL dr EE e, £ gege, s. SSS Ë = ge, ` E o = 
28. XI. || 220,5 | 253 1,0632 ' 0,2689 | — | ga, je = ==: 
29. X I. x 2120 | 24,7 | 4,172 1,0304 ' 0,07947 001962) — - 
30. XI | 204,5 | 292 | 5,600 | 1,6352 | 0,09677; 0,02825 | — - 
1. XII. | 1990 | 270 , 6,342 , 1,7123 | 0,10273| 0,02773 — 5 
2, XII. x 196,5 ¡ 308 | 4,788 ' 14747 | 007434 0,02289 ` — -' 
3. XII. | 1905 — 60,2 | 2,940 | 1,7698 | 6,4855 | 3,9042 | SS E 
4. en. 194,0 | 290 | 5432 | 15752 | 0,7777 | 0,2255 | 0736 N 
5. XIT. | 1920 | 663 | 2534 , 1,6800 ; 6,3291 | 4,1961 | Spa 
6. XII. || 192,0 | 605 3,780 ' 2,2869 | 1,4037 | 0,8492 | — _ 
7. XII x 180,2 | 80.0 — 2660 | 2,1280 ' 6,5573 | 52458 | — n3 
8. XIL | 200,2 | 47, 3,584 1,7131 | 3,7527 | 1,7937 | — - 
9.XIL| 1957 | 771 2,534 | 1,9537 | 5,9701 | 4,6029 . — - 
10. XII. | 190,5 | 542 | 3388 | 1,8362 CH 1,6932 | — 
11. XUL | 182,5 | 73,0 1,568 1,1446 | 3,7500 | 2,7475 | 05802 Le 
12. XII. 1920 | 625 | 2,702 | 1,6887 ¡ 2,0120 | 1,2575 | 14505 u 
13. XII x 164,0 | 292 3,701 | 1,0833 ' 109090 | 3,1854 | Spuren 228 
14. XII. | 184,0 | 526 ` 3,3346 | 1,7599 | 3,7267 | 19602 ' , M 
15, XII. 1880 | 620 2324 1,4408 | 7,8947 | 48947  . 2019 
16, NIL 190,0 ` 418 ' 3,962 1,6561 : 4,1095 | 1,7177 , — = 
17, XII. | 181,7 | 720 . 2506 | 1,8043 | 5,8479 | 4,2104 | — - 
ll 179,2 - 666 ' 2,780 | 1,8181 || 5,1282 | 34153 e - 
19. XII. | 1755 | 80,3 2,604 , 2,0910 | 6,7593 | 5,4291 ' oi 18 
20. XII. 185,7 | 39,7 3,892 | 1,5451 | 4,2553 | 1,6898 | 8 
21.XII. | 1785 | 66,0 ' 2,800 ' 1,8480 ' 9,0090 | 5,9459 Vë 
22. XII. |! 190,5 | 36.8 3.696 1,3501 | 5,4054 | 1,9891 — oi 
23. XTI. | 191,5 1 455 : 2,450 | 1,1147 | 7,8534 | 3,5732 ` 35082 +9 
Han 

2. NIL 17180 — J — | io l — c = 
3 ==: — - 


0,12295 
0,14285 


3,276 : 0,3961 0,01475 — = 


0059 — = 





4.732 0.8612 


.XIL 1790 , 133 x 1474 ; 0,1960 


4. 

5. NIL 1615 ` 182 | | 

6 XIT. | 160,0 , 258 | 4550 | 1,1739 | 0,11952; 0,03083, —  - 

0 TXIL} 1575 243 | 4,760 | 1,1566 | 0,13452 003268 | — — - 
8 
9 
10 








XUL! 1590 221 | 5,008 | 1,1200 | 0,13157| 0,02907 | — _ 
NIT. 160,0 363 

XII 1582 | 314 4 
11. ATI: 155,5 + 13,220 1,5359 | 6,4516 | 30774 | —  — 
12.X11. | 1502 | 40,3 | 3,508 | 1,4409 , 3,4682 | 13976 | —  - 
13. XIL 134,0 | 143 | 4,032 | 0,5765 "15,7894 | 22578 — 62850 ui 


14, NIT. | 1502 | 500 12,758 — 13790 | 58252 | 29196 | 24175 1% 
15. NIL | 1500 | 526 | 2324 | 12224 | 7,8125 | 4,1093 7,4060 215 
16, XIT. | 1450 ' 40,2 : 3,164 , 1,2719 ' 6,4516 | 25935 ' 36312 ni 
17. XIT. 1395 ; 660 | 2478 | 16354 | 5,4054 | 3,5675 Spi 
18. XIT. 1340 | 40,1: 3430 | 1,6841 | 2,6666 | 1,3093 o 
19. XIT. | 141,7 , 351 | 3,500 | 1,2285 Ú 5,1020 | 17908 | 15,5687 ob 
| , 146,5 | 229 | 4.466 1,0227 | 0,3111 | 0,07124 | 92243 31° 
21. XIT. 1442 | 44,0 | 2800 ` 1,2320 | 6,9767 | 3,0697 68829 1 

| 

| 





3,150 | 1,1434 | 7,5000 | 27225  — - 
1,3495 || 0,9389 | 0,2948 | — 














t> 
= 
Y 
pat 
— 














22 XII. 1490 © 219 , 4.928 | 10792 || 0,8695 | 0,1904 1.9092 137 
3. NIL 1595 284 , 2808 : 0,8230 ` 7,7120 





2,1902 | 11,6047 , 52% 


Driisen 83. 87 


















































| Fütterung 5 A 
votient Pepton ild» 3 z 
e, Q ; | Gekocht. | | Witte, Fett | Schilde | Natr. | E Bemerkungen 
pS SC SCH | g | teblette | = s 
nehen). 
: = `! Brot und Milch Io 
— 25 E 5 1 a 1 =. ` =S 
— 25 25 ' — | 1 x — | — Alles E 
— 25 25: — rd U = — |" 
= | 40 | — sidan l — > Eee | . A 
ss) 40 |! — — l — | 005 
2,20 | 40 | — — 1 — |l — ¡Alles gefressen. Fleisch 
| \ | schwer zu entfetten 
5 0,14 | 40 — —:¡ 1 — | 0,05 fe gefressen 
249 | 40 — — 1 pp — E y 
0,37 40 — 4 1 — : 005 ! p S 
19 946 | 388 — 4 1 Dk ae i ` 
. 104 | .40 == — lı — + 005 S n 
2,35 x 40 ==. l ==. - 
0,92 40 — 4 l (2inFutter| | 0,05 + e 
UI 240 40 : — 4 1 WS A — | 38 | g nicht gefressen 
Ó 074 40 — 4 |! l '2iWaser 0,05 Alles gefressen 
@ 29 40 | — 4 1 j 1 — |23 D nicht gefressen. kein 
| i | asser getrunken 
D 11 40 | — 4 ` l | — 0,05 Ae gefressen 
8 339 | 40 | — — 1 | — | Zi, e 
103 | 40 — — ] — 00 ' . R 
2,33 40 | — — ç 1] — — |, a 
187 | 40 — 4 1 I o. oos lf 7 
08 259 40 — 4 1 — — $ š 
% 109 | 40 — 4 | 1 r ' 0,05 E i 
aa 40 — | 4 RA i ` 
8 146 | 40 | — | 4 UI — wl, 
A E e = Ä = — A 
nchen) 
| Brot und Milch 1 — 
= on ai 1 — | — 
— | 20 2 — 1 — o. — 9,5g nicht gefressen 
— 20 x 2 | — 1 — | — 108 . A 
—+ 28 I — 1 — *  — Alles gefressen 
- 20 l2 — ı = Se 2. 
— 3. — | — l — ` 005 7 š 
2,38 | 35 | — 1 — — 28 nicht gefressen 
0,21 . 30 | Zl |, — 1 — 0.05 p 9 g . . 
20 | 30 ¡—|— 1l — — Alle gefressen 
0,96 | 30 | — 4 ! 1 12iWasr 00 . š 
62 391 30 = 4 L DC" = — 84g nicht gefressen. Kein 
x ; | ! Wasser getrunken 
H 211 | 30 — 4 lı — 0,05 | Alles gefressen 
D 336 3 | — -j]j ba ena — i. š 
% 20 | 30 | ==" 1 x — 00 , . š 
2,18 30 " —|— 1 — ar l š 
07 | 30 — 4 1 — 00 _ . r 
H 145 ¡| 30 | — 4 l — — i : 
K 008 | 30 -—|4 1 1 Se di D0 a S 
l 249 i 30 — ¡4 1 — — . ; 
D 0,17 | 30 | en d Dk == 0055. : 
š; 2,66 — ,— — = =<. íl = 





L. Asher: 













































































Datum | Ba | Menge l! Stickstoff Zucker l mg sem in ad 
E in 100 cem | in 24 Std. '' in 100 ccm | in 24 Std. prä Acad 

1925 I g | 24 M d D |! 8e d Æ I ‚ formeres ` sat 
e Rod 
6.1. 211,5 | 29,6 | 0,742 | 0,2196 = — ¿= 4 
TL | 2135 x 25.2 | 2716 | 0,6844 || 006916| 0,0174 = - 
8.1. | 207,5 | 438 | 3,542 | 1,5513 | 0,05408 | 0,0236 | — > 
9.1. | 2025 | 33,2 | 3,808 | 1,2642 | 0,09141| 0,0303 — -< 
10.1. | 197,0 | 640 2,464 | 1,5769 | 5,2910 | 3,3862 , — — 
11. 1. 189,0 | 56,2 | 2,856 | 1,6050. 7,0588 | 3,9670 == 4 
12.1. | 1850 | 669 | 2268 | 15172 | 90909 | 60818 ; —  - 
13. I. 1887 | 442 | 3,136 | 1,3861 | 6,6666 9466 | — | 
14.1. || 1860 | 51,2 : 2716 | 13905 | 91463 | 4,6829 . 54731 s 
15. L. | 188,0 x 924 1 5,810 | 1,3014 | 2,0689 | 0,4634 sa 
16.1. | 1797 | 550 | 3850 | 21175 | 77720 | 42746 / — — 
gä Ee Van EE 2% 
18. L 3, d3 2, | 5376 | — SS 
19, | 181,5 | 300 ! 4494 | 1,3482 | 0,2544 0,0763 2,1290 L 
ME LEE AE Aa 
39 š Ta br 3 H í IR TER ber? 
22.1. | 1777 | 144 | 3556 , 0,5120 133928 | 1,9285 164030 53 
23. I. | 178,5 | 37,7 ` 3,150 | 1,1875 | 5,0000 | 1,8850 1,6040 A 
24. 1. 1757 | 572 | 2632 | 15055 | 7,1258 | 4,0759 ' — - 
25.1. | 1720 | 368 | 3,948 | 1,4528 | 07017 | 0,2582. — = 
26.1. | 166,0 | 510 ' 3,080 | 1,5708 | E 4,8571 = _ 
27.1. | 1690 | 384 | 3360 ' 12902 | 2,7397 | 10520 | — - 
98.1 173,0 | 443 3,430 | 1,5194 | 69060 310593 3 M 
29.1. 178.0 | 22.2 | 4,886 | 1,0846 0,7228 | 0,1604 0,8212 iM 
30.1. 174,0 | 488 ' 3,094 | 1,5098 | 9,4936 | 4,6328. — _ 
31.1. 1742 | 331 ' 4,144 | 1,3716 / 1,6000 | 0,5296 ° — - 
Cum. | 1742 | 423 2808 | 12258 (11/4503 | 48434 2003 114 
21T. | 1802 | 280 — 4606 | 12896 | 25751 | 07210 ' 02060 JM 
Rad 

5.1. 1760 y — | — — — | re - = 
6. I. 1775 : 109 | 0818 | 0,1627 1  — | TUE - - 
7.1. 1815 : 187 | 3234 | 0,6047 || 0,09000| 0,0168 | — - 
8.1. | 1727 / 327 || 3696 | 1,2085 | 0.09828] 0,0321! — - 
9.1. | 1695 ' 240 || 4676 | 1,1222. 0,01058, 0,0253 — S 
10.1. — 1632 | 551 , 2450 | 1,3499 | 7,8125 4,3046  — a 
lll. | 1572 | 403 | 3472 13992 4.6153 | 18599 — $ 
12.1. | 1560 1 498 ' 2870 14292 , 5,3763 | 2,6773 — u 
13. T. 161,0 | 20,0 5.334 ' 1,0668 — 0,1081 0,0216 Si 
l T. 0585. 562 354 | 13410 11,6783 | 4,2852 ' 6,7019 2 
15, T. 155,0 | 235 5208, 12238 2,4630 | 0,5790. — a 
16. T. 150.0 |, 462 3,178 1,4682 . 8.8235 x 4,0764 = = 
17.1. 159.7 | 230 4,704 ! 10819 45112 | 10375 — 5 
18, 1. 1585 | 411 3220 | 1,3234 | 9,2502 | 3,8055 1991173 20 
19. 1. 1502 | 244 p 5202 ` 1,2012 ; 0,5841 | 0,1425 | Sp 
20.1. 150.0 |© 199 , 5376 ' 10698 , 0,1898 | 0.0377 — = 
2] r 150.7 160 | 2814 | 04502 ` 10.2040 ` 1.6326 968060 323 
92. 1. 147.0 79 ` 4550 © 03504 105263 | 08315 34270 5 
23.1. 1465 298 2040 0.8761 11.4068 — 3,3992 Spa 
24.1. — 1455 An 1540 06160 3.5928 © 1,4371 =: = 
25.1. vu 1322 37,1 3864 14325 23800 ı 0,8833 ¡  — = 
26.1. q 131,5 324 | 4,452 13424 0,2439 , 0,0790 — E 
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; || Fütterung | £ 8 | 
AB Bien: || Fleisch |Pepton Fett | Sage | Soar £ E | Bemerkungen 
| I N | g | de LN g tablette | zZ £ | 
inchen). 
; | a Jl. DE | 92 | ssl E Ze | = 
+ — 25 | 2 — | 1 | es, zou Alles gefressen 
- — 25 2 — 1 — — x š 
kass 30°, Ae Le L JS AE Ir x 
- 2.14 w w — | 1 — = ë „ Appetit gesteig. 
2.47 35 — — ' 1 -— 0,05 S Sr "vo e 
= | 400 35 — ¡ 4 | 1 — — š ër G Š 
212 | 35 — | 4 | 1 — 0.05 a Fe" x 
D, 336 ' 35 — — | 1 — — € T e 
035 , 35 — — | 1 0,10 0,05 á d — A Š 
201 ` 35 — 4 1 010 ' — % . Polyphagisch 
2.09 35 — - E 1 0,10 . 0,05 ¿ E , 
3,46 35 — ¡— 1 — — à n e 
WW. — 35 — — 1 — OOD "72 j; w s" 
r. Si 35 =, | = 1 u er MË e À e 
050 | 35 ib 1 — 0,05 Š š f 
H8 376 35 -- — 1 = Je. » Appetit vermind. 
H 1,58 35 — | — 1 — 0,05 |, EC ei š 
210 ' 35 — | — 1 Zr — w , Polyphagisch 
0.17 35 — — | =, == 0,05 t É š 
3,09 35 es" = I | — — Š E w 
0.81 35 — 4 | 1 — 0,05 d 2 š 
Ë 201 35 — 4d) 1 =- — > Š s 
HO 0,14 35 == La l — | 00 |, K Ñ 
3.06 35 -— — | 1 — _ = 2 z 
038 ' 35 — 4 ı 1 ae 0,05 A X 8 
k 3.95 Br E Wu = NS É 
DH 055 | 35 — 4| 1 -— 0,05 d d X 
iichen), 
— | Brot und Milch — 
— | 20 | 2 E Y sa — — 
— 20 2 — l Te = Alles gefresscn 
— 30 — — 1 = 0,05 š , Appetit gesteig. 
3.18 30 — = l == — Š e ` "më ë 
1,32 30 = — 1 — 0,05 š >, Ak š 
1.87 30 — 4 1 — ñ e +⁄2 5 
h 002 |: 30 — | 4 1 — 0,05 š k gé Š 
0 319 | 30 — | — | l -— — a . e . 
0,47 30 -—- — l -- 0,05 $ a Š 
2,77 30 =- 4 2 — — d „  Polyphagisch 
095 30 — 4 | 2 — 0:05: Ar -a ë Š 
Baak A me ee A it ee Ss A 
91 * 30 — — | 1 -— — e e š 
— 10 — ¡4 | 1 — 0,05 x 4 
6 369 HK 1: 4 | 1 — — A , ` Diarrhóe 
2.31 30 — - l — 00D. T š > es 
| 3,87 30 | = ! — 1 — — + . Polyphagisch 
2,33 0°, — — 1 — | 0,05 & y e 
íf — 3 e Le l — | — i d Š 
& a E e "e — = == d — 


90 


Datum 


A p SS Fo. pa: 


Körpers 


gewicht ' 





Menge 


in 
24 Std. 


L. Asher: 


Stickstoff 


in 100ccm in 24 Std. in100ccm in 24 Std. 


0,2238 
0,9151 
1,2641 
1,1894 
1,5084 
1,7099 
1,8175 
1,6665 
1,4015 
1,3459 
1,2968 
1,2418 
1,2202 
1,5876 
1,9206 
1,6316 
1,5513 
1,7783 


- 1,5370 


1,6373 ` 


2,0025 
1,7518 


1,5130 
1,7536 
1,7662 
1,4924 
1,2264 
1,5178 
1,4222 
1,5700 
1,4710 
1,6314 
1,5912 
1,3733 
1,6389 
1,5639 
1,3967 








Zucker 


0,0943 


0,1045 
0,1321 
0,1195 
7,0028 
7,2289 
8,1743 
0,1333 
12,5000 


7,8947 


12,9874 ` 


0,2750 
8,4745 
8,6940 


8,1300 ` 


2,7149 


-10,0334 


5,7692 
10,1010 
8,8335 


8,9820 ` 


2,9702 
7,9365 
5,9405 


0,2830 
9,2307 | 
4,2857 | 


6,8306 





0,1675 | 


4,7029 
0,1399 
6,7567 
2,3809 
9,3457 


6,1059 _ 
9,6026 ` 


0,0229 
0,0315 
0,0317 
0,0353 
4,3417 
4.0626 
5,2315 
0,0375 
4 9250 
1,8236 
6,0001 
0,0547 
4,2711 
4,6763 
4,9347 
0,9284 
6,0401 
2,1692 
5,7070 
4,2352 
5,1556 
0,9385 
4,3095 
2,2573 
0,0854 
3,6922 
1,5385 
3,1830 
0,0576 
2,0504 
0,0491 
3,9999 
0,8166 
4,7569 
2,1248 
4,8109 


| mg Aceton in Io 


prás 
formiertes 


1,03063 


Rattei 





— 


Aietes 
saure 


3.443 
Sp ut 


Driisen 83. 91 


















































nchen). 
| Fütterung | 
_ 
| NS 
Se SES Fleisch Pepton | Fett | o Bee | E š Bemerkungen 
A tablette ı E o 
E Boo g| I g I 
BEE EE S. E 
= 25 125 — SE 
— | 25 2.5 — 1 SS, oi — 1 Alles gefressen 
a 25 | 25 — 1 as ; š 
= 25 ` Ee 1 A a i 
= "E Casa aves l 010 00 |. 7 
2,53 | 35 — — 1 — | — ls „ Appetit gesteig. 
223 | 35 u * =a 1 0,10 0.05 E s 4 s 
3,13 | 35 dE E 1 n , — | 7 e Polyphagisch 
002 . 35 — 4i 1 010 005 `. i ? 
KN 365 — 35 — | 4 Lo g 2 š . 
140 35 —— |4 1 |010: 00 . . 
483 1 35 | — i— I E = = ; A š 
0,04 35 — — 1 010, 005 ¿ E a 
29 35 | — | — l — i; — š E š 
238; zb 235: E um Cas l 010: 005 . : . 
302 + 35 ED ] es Y És 8 I ; 
059 mi? 1 0,10 | 005 . . g 
39 © 35 | — i 4 E 2 — a N ' A 
ll 35 | — j4 l 010 | 005 . y E 
E eg ge | + So T us . i š 
211. b 35 j — | — 1 00: 00 `. : š 
2.94 dE, t ee 1 — | — š . : 
062, 35 | — '— ı 1010 005 . : , 
2,45 3 ||? 1 =y-— : : Ä 
127 35 x ee 1 Aer Zes i 
0.05 35 = 4 — : 010 ; 0.05 Schilddrüse wegen großer 
` | | x | E, Schwache autgehoben 
3.01 35 — | 4 — — — 7 g nicht gefressen 
1.01 35 sa 2. 0,10 0,05 Alles gefressen. Polyphag. 
2.23 35 Sg, ea s$ — | — g g š 
0.03 35 — — — 0.101 005 š „ Appetit vermind. 
‚1839 | 35 — | — — — — " x e Š 
0,03 35 — ,— — 010; 0/05 S de E $ 
251 35 NN SSS. eg, Q "e bk s 3 FE Š 
0,59 35 = 4 . — 010 005 a ZE £ 
290 35 | es AE A ër ee ha Ze š s g 
! 1.36 35 — 4 — 0.10 0.05 A A = E 
° 3,44 — — — — — | = 
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AA 2u 24 23 35 34 
Übersichtskurve 1. 


Abh. 1. 


Harn 





pi "A 
j we 


i 
| 














L. Asher: 
SE | Menge ; Stickstoff Ä Zucker 
m in 100 ccm i in 24 Std. | in 100 ccm | in 24 Std, 
g 24 Std. g | g g | g 
IRC ee E == j = E S 
170,2 | 173 | 0,841 | 0,1454 | — e 
169,5 | 245 — 2,562 | 06302 | 0,0847 | 0,0208 | 
161,5 | 370 | 3192 | 1,1810 | 00625 | 0.0231 
157,7 | 230 | 4,606 | 1,0593 | 0,1578 | 0,0362 
157,0 | 20,7 | 4,704 0,9737 , 0,1538 | 0,0318 
1555 441 | 2338 | 1,0310 | 7,6335 | 3,3663 
151,5 | 440 | 2786 1.2258 ' 6,5200 | 28688 
1420 | 67,1 | 2716 1,8224 4,0214 | 2,6983 
1435 44,9 | 3,052 | 1,3703 | 0,1951 | 0,0875 
145,5 | 50,7 | 2,478 | 1,2563 5,2631 | 2,6683 
1430 464 | 2,744 | 1,2732 | 8,5714 | 3,9711 
146,0 ' 60,7 || 2,100 | 12747 9,2879 | 5,6377 
147,5 ¡ 36,3 | 4,088 | 1,4839 | 6,5217 | 2,3673 
139,0 ' 628 | 2,730 ' 1,7144 6,1425 | 3,8574 
131,5 | 60,5 | 2357 | 1,4263 | 4,7393 | 2,8672 
126,0 53,8 ` 2,7726 1,4913 | 5,8309 | 3,1370 
124,0 | 44,0 | 2,954 | 1,2997 | 5,4545 | 2,3999 
1252 551 | 2,450 | 1,3499 ` 7,5566 ; 4,1635 
130,2 | 396 | 3,160 | 1,2474 | 7,6923 | 3,0461 ` 
1360 ' 280 | 2674 . 0,7487 | 11,5403 | 3,2060 ` 
137,2 — 362 | 3,486 | 1,2619 — 5,4054 | 1,9567 
1315 | 46,0 | 2,674 | 1,2300 | 6,7500 | 3,1050 
137,5 | 37, 3,262 1,2330 ¡| 1,6901 | 0,6388 
1380 ` 552 | 2464 | 13601 4,6189 ' 2,5496 
139,5 | 302 | 4494 13571 | 08000 | 02416 
1440 | 530 2,576 | 1,3652 | 8,0213 | 4,2512 
1535 | 36,1 | 3,276 1,1826 | 5,7692 | 2,0826 
155,7 46,4 | 2646 | 1,2277 — 93750 | 4,3500 | 
157,0 33,7 ` 31468 | 1,1687 ¡ 6,3008 | 2,1233 
17. AT. 19 20 21.22 23. 24 25.26 27 28 29 
1501 Š 
er 
l 

130)- y 

120} 5, | 

POE ng 

100) zy 

Í 20 

i 161. 

š 2 

Š 98108 


|| mg Aceton in 





0,8346 


— 


| 







ar 


po. 
- 





inchen). 











Drüsen 83. 


























93 














a Cé 1 

es | 

sE | 

£ ri a Bemerkungen 
SEA 

= °. i 
— | Alles gefressen 
ie 

005. I 

0,05 % S 

0,05 E ,  Polyphagisch 
ege u „Appetit vermind. 
0,05 E a N" 
En - „ „ gesteigert 
0,05 . SE S 
Gage " » Polyphagisch 
0,05 9 ` ñ 

0.05 I ` 


0,05 Wegen großer Schwäche 

Schilddrüse aufgehoben 

— 7,2 g nicht gefressen. Appetit 

| vermindert 

005 Alles gefressen. Appetit ver, 
| mindert 

= Alles gefressen. Appetit gest. 


0,05 | Ebenso 








— | Ebenso 
0,05 | Alles gefressen. Polyphagisch 
— ' Ebenso 
0,05 |2g nicht gefressen. Poly, 
© phagisch 


— ` Allesgefressen. Polyphagisch 


! 





[ Fütterung 
Fleisch Pepton! ett | Fe re 
NA 1 e 
u — | 9 SE Ban 
— 9 |2|-iı — 
= 20 2 — 1 — 
— 20: 1 D. ¿L = 1 a 
= 2% '— | — 1 = 
= ee 1 010 
32 ap — | — 1 > 
24 3 — —' 1 010 
148 ¡ 30 | — — 1 — 
006 3  — | 4 1 0,10 
2,12 30 | — 4 1 — 
312 | 30 — 4 100 
4,42 30 en === 1 EE 
1,59 30 Cr = 1 010 
DIE 90; ee d — 
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Abb. 8. Ratte 11. 


Beiträge zur Physiologie der Drüsen. 


Von 
Leon Asher. 
Nr. 84. 


Untersuehungen über den respiratorischen Stoffwechsel bei 
Arbeit in seiner Beziehung zu den Drüsen mit innerer Sekretion. 


Von 
George M. Curtis. 


(Medical Fellow of the National Research Council, Chicago.) 
(Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universität Bern.) 
(Eingegangen am 7. August 1925.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Untersuchungen an normalen Tieren. 


Die Beziehungen zwischen Grundumsatz und den Drisen mit 
innerer Sekretion nehmen einen sehr breiten Raum in den Forschungen 
zur Lehre von der inneren Sekretion ein, und wir verdanken denselben 
sehr wertvolle Aufschlüsse. Es scheint an der Zeit, über die eben ge- 
nannten Beziehungen hinauszugehen und auch den respiratorischen 
Umsatz bei der Arbeit zur Untersuchung von Fragen der inneren 
Sekretion heranzuziehen. Es ist klar, daß aus mannigfachen Gründen 
die Drüsen mit innerer Sekretion in die Bedingungen der Arbeits- 
leistung eingreifen können, was sich wohl auch in dem Verhalten des 
respiratorischen Stoffwechsels bei der Arbeit wiederspiegeln würde. 
Unzweifelhaft dürfte das für diejenigen Drüsen gelten, für welche 
genügende Anhaltspunkte dafür vorliegen, daß sie die Muskelarbeit 
irgendwie beeinflussen. Aber auch für diejenigen Drüsen mit innerer 
Sekretion, wo solche unmittelbaren Beziehungen bis jetzt nicht klar 
hervortreten, dürfte das Studium des Arbeitsstoffwechsels nicht un- 
fruchtbar sein. 

Gelegenheit zu derartigen Untersuchungen bot sich mir durch die 
Anregung von Prof. Asher, den von ihm konstruiertene Apparat zur 
Untersuchung des respiratorischen Stoffwechsels bei der Ratte zu 
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benutzen. Dieser Apparat wurde von ihm konstruiert. um an den- 
jenigen Tieren, welche im Berner physiologischen Institut so häufig 
zu Stoffwechseluntersuchungen herangezogen worden sind, die Be- 
ziehungen zwischen Arbeit und innerer Sekretion zu studieren. 

Ich beschreibe den Apparat, der von der Firma A. Stoppani & Co., 
Bern, hergestellt wird unter Bezugnahme auf beifolgende Abbildung. 





Abb. 1. 





Abb. 2. 


Der Apparat ist eine Metallkammer von 3690 Gewicht Er 
besteht aus einem schwereren Außengehäuse mit einer leichteren Innen- 
trommel, die durch eine Achse mit einem an der Peripherie gerieften 
Rade verbunden ist. Rings um die Trommel, zwischen ihr und dem 
Gehäuse, befindet sich ein Luftraum von 7 mm. Eine schwere metallene 
Platte ist mit der Vorderfläche des Apparats verschraubt, wobei ein 
weicher, dicker Gummiring den Rand luftdicht macht. Die Achse der 
Trommel wird durch eine spezielle Vorrichtung von A. Stoppani ge- 
dichtet. (Der Apparat kann von der Firma A. Stoppani € Co., Bern. 
bezogen werden.) 

Im unteren Teile der Metallscheibe befindet sich ein kleines Glas- 
fenster von “¿cm Durchmesser zur Beobachtung der Ratte während 
des Versuchs. Das dicke Glas des Fensters wird durch eine harte. 
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etwas elastische Wachsmasse gedichtet und gefestigt. Die beiden 
Metallfüße des Apparats dienen zur festen Verschraubung mit einem 
Tisch. 


Die Trommel ist 8 cm tief und hat einen Durchmesser von an- 
nàhemd 20 cm. Der berechnete Umfang beträgt 62,5 cm. Während 
des Versuchs wird die Trommel von einem Elektromoter langsamen 
Ganges, der am Tisch festgeschraubt und mit dem Apparat durch einen 
Lederriemen verbunden wird, gedreht. Der Motor wird durch einen 
Rheostaten reguliert, so daß die Tromme) mit der gewünschten Ge- 
schwindigkeit rotiert. In meinen Versuchen wurde eine konstante 
Geschwindigkeit von 25 Umdrehungen in der Minute aufrecht erhalten, 
was 1500 pro Stunde entspricht und einem von einem Punkte der 
Trommel zurückgelegten Weg von 1 km. 


Die Umdrehungen pro Minute wurden an dem äußeren Rade 
gezählt. Luft wird durch den Apparat durch zwei auf entgegengesetzten 
Seiten gelegene Röhren von 9mm Durchmesser durchgesaugt!). Zwischen 
dem Rande der Trommel und dem Gummiring, welcher die Vorder- 
platte dichtet, befindet sich nur ein schmaler freier Raum, derselbe 
venúgt für einen freien Durchtritt von Luft, ist aber zu schmal, als daß 
sich die Füße der in der Trommel laufenden Ratte darin fangen könnten. 


In allen Versuchen wurden männliche Albinoratten angewandt. 
Diese müssen zunächst an den Aufenthalt in dem Apparat für den 
Ruhegrundumsatz gewöhnt werden; dann müssen sie für das Laufen 
während der Arbeitsversuche trainiert werden. Die Ergebnisse der 
vorläufigen Versuche an den Ratten A und B finden sich in Tabelle I 
und III. Bei den Ratten D, E und F wurde zu den vorläufigen Ver- 
suchen außer dem neuen Apparat der ältere Apparat von Asher für 
kleine Tiere benutzt. 


Beim Trainieren der Ratte zum Laufen in der rotierenden Trommel 
erwies es sich am praktischsten, anfänglich langsam mit der Hand die 
Trommel zu drehen, bis die Tiere sich daran gewöhnt hatten, zu laufen. 
Die Geschwindigkeit wurde dann gesteigert, bis man den Motor be- 
nutzen konrte, der 25mal in der Minute die Trommel umdrehte. An- 
fanglich machen die Tiere verschiedene Versuche, sich dem Zwange 
zum kontinuierlichen Laufen zu entziehen, allmählich lernen sie jedoch 
während des größten Teiles des Versuchs gleichmäßig zu laufen. Bei 
Ratte A, Tabelle 11, war die Gleichmäßigkeit der Arbeit ganz außer- 
ordentlich; bei Ratte F, Tabelle XII, war die Arbeit recht ungleich- 
mäßig. Dieses Tier verrichtete tatsächlich mehr Arbeit in dem Be- 
streben, sich der regelmäßigen Arbeit zu entziehen. 


1) In der Figur liegen die beiden Röhren versehentlich gleichseitig. 
vd 
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Der Apparat ist so konstruiert, daß er dem Tiere keinen Ruhepunkt 
darbietet. Die einzige Weise, in welcher das Tier versuchen konnte, 
sich dem Laufen zu entziehen, bestand darin, daß es sich gegen zwei 
Wände lehnte und sich schleifen ließ. Durch eine kurze beschleunigende 
Bewegung an dem Rade wurde das Tier wieder gezwungen, zu laufen. 
Jedes Arbeitsexperiment dauerte 1 Stunde, und während der ganzen 
Zeit habe ich die Vorgänge genau beobachtet. Alle 5 Minuten wurden 
1 Minute lang die Umdrehungen gezählt. 


Alle Arbeitsversuche wurden im nüchternen Zustande ausgeführt, 
nachdem sich das Tier 16 bis 20 Stunden jeder Nahrung enthalten 
hatte. Die Berechnungen wurden nach der von Asher und Danoff}) 
angegebenen Methode ausgeführt. Als ein Beispiel der Berechnungsart 
gebe ich die nachfolgende Tabelle. 


Ratte A. Rote Zeichnung am Hals. Temperatur 17.5°. 
6. Januar 1924. 





Vor dem | Nach dem 
Versuch ! Versuch 


ehr beine EE E “jj — cai MR = ec < u = E 


Apparat leer. . .|| 5696,13 5696,13 
Apparat mit Ratte! 5933,11 5992,62 =a 0,490 Gewichtsverlust 
H,SO,-Flasche . . | 639,47 639,90 ı = 0,430 Wasser 
Natronkalkflasche | 3583,72 | 3484,92 ¡=— 1,200 gebildete CO, 


5933,11 — 5696,13 = 296,98 Wasser vom Tier 
1200 + 0,430 — 0,4% 1,140 O,-Vebrauch 
1,200 : 1 Stunde . 296,98 4,040 CO, pro kg und Stunde 
1,140 : 1 Stunde . 296,98 3,838 O, pro kg und Stunde 
4,040 .508,5:1 Stunde. 3,838 . 700,0 0,765 Respirator. Quotient 


3h 08” Anfang der Arbeit 














H H H H 


3 13 25 Umdrehungen pro Minute 125 Gesamtumdrehungen 
3 18 26 e i$ Si 130 >» 
3 23 25 H ei be 125 SÉ 
3 28 30 a ge = 150 » 
3 33 26 130 e 
3 38 25 de Er 125 53 
3 43 25 e d s 125 `. 
3 48 26 = p» . 130 m” 
3 53 24 , 120 x; 
3 58 23 bé a n 115 va 
4 03 23 e s; 5 115 Se 
4 08 26 de ʻi e 130 Ss 
Gesamte Umdrehungen . + . . . 1520 

Umfang des Rades . . . +o + + . 6252cm 
Zurückgelegte Entfernung . . . . 950.2 m 


1) Diese Zeitschr. 93, 44, 1919. 
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Normaler Grundumsatz CO, pro kg u. Std.. . = 2,514 
Arbeitsgrundumsatz CO, >» >, = >x + (= 4,040 
Überschüssiger Arbeitsgr. CO, „ » » » . . = 1,536 
Überschüssig. Arbeitsgr. CO, pro kg u. Std. _ 1,536 ` os 
Normaler Grundumsatz CO, pro kg u. Std. 2,514 i i 
überschüssige CO, über normalen Grund- 
umsatzwert. 
Normaler Grundumsatz O, pro kg u. Std. . . = 2,498 
Arbeitsgrundumsatz O, o as e ee 9,898 
Überschüssiger Arbeitsgr. O, TET í, ..= 1,340 
Überschüssiger Arbeitsgr. O,prokgu. Std. 1,340 
Normaler Grundumsatz, O, pro kg u. Std. = 2,498 ` EE 
überschüssiger O, über normalen Grund- 
umsatzwert. 
Überschüssig. Arbeitsgr. CO,prokgu. Std. 1,536 Bas 
Durchlaufene Entfernung o = 09502 "TR 
CO, pro kg u. km pro Std. 
Überschüssig. _Arbeitsgr. O, pro kg u. Std. 1,340 
= 1,410 g 


Durchlaufene Entfernung — 0,9502 
O, pro kg u. km pro Std. 


Alle Wägungen wurden auf einer besonderen Wage, die auf 10 kg 
genau wog, ausgeführt. Um Zeit zu ersparen, wurden die drei zur 
Sammlung der Kohlensäure dienenden Flaschen zusammen gewogen. 

Die wichtigste mögliche Fehlerquelle in den Versuchen war eine 
nicht hinreichende Luftdichtigkeit des Apparats. Der mehrfach be- 
stimmte Saugdruck des Apparats belief sich zwischen 23 und 26 mm Hg, 
deshalb wurde der Apparat häufig daraufhin geprüft, ob er einen Unter- 
druck zwischen 30 bis 40 mm Hg aushielt. Niemals, selbst bei wieder- 
holten Prüfungen fand sich die geringste Undichte an der nach außen 
führenden Achse. 

Sechs Tiere dienten zur Untersuchung. Die Resultate der 32 Be- 
stimmungen des Grundumsatzes und der 41 Bestimmungen des Arbeits- 
umsatzes bei Innehaltung der Grundumsatzbedingungen hinsichtlich 
der Nahrung ergeben sich aus den Tabellen, die ich am Ende meiner 
Arbeit zusammengestellt habe. Die Tiere wurden unter gleichen Be- 
dingungen gehalten und wurden mit Brot und Milch ernährt. Das 
Gewicht der Tiere schwankt zwischen 117 bis 312 g. 

Für jedes Tier wurde der durchschnittliche Gewichtsverlust in 
der Stunde und das an die Schwefelsäure-Vorlageflasche abgegebene 
Wasser ermittelt. Jedoch können die gefundenen Zahlen nicht immer 
als der genaue Ausdruck des Gewichtsverlustes und der Wasserbildung 
durch das Tier betrachtet werden, da eine variable Wasserkondensation 
an den Innenwänden eintreten konnte. In vielen Versuchen waren 
allerdings die Wände des Apparats trocken, nach anderen waren sie 


102 L. Asher: 


jedoch mit Tröpfchen von Kondensationswasser bedeckt. Die Menge 
war von der Temperatur abhängig. Alle Versuche wurden bei Zimmer- 
temperatur ausgeführt, und sowohl die Versuche wie die Tiere wurden 
längere Zeit vor Beginn des Versuchs in dem Versuchsraum gehalten. 
Die durchschnittliche Temperatur betrug in den 12 Versuchsreihen 
zwischen 17,3 bis 18,8 °C. 

Der normale Grundumsatzwert der Kohlensäure betrug für sechs 
Tiere zwischen 1,943 g pro Kilogramm und Stunde; derjenige des Sauer- 
stoffsverbrauchs 1,893 bis 2,498 g, der Respirationsquotient betrug in 
Durchschnitt in 32 normalen Grundumsatzbestimmungen 0,734. 


Die Umdrehungen der Trommel variierten zwischen 1508 bis 1536: 
der zurückgelegte Weg belief sich auf 943 bis 960 m. Bei drei Ticren 
war das Laufen während der ständigen Beobachtung gleichmäßig. bel 
zweien unregelmäßig und bei einem Tiere (F) sehr unregelmäßig. 

Die durchschnittliche Kohlensäureausscheidung betrug während 
dieser annähernd konstanten Muskeltätigkeit 3,899 bis 4,707 g pre 
Kilogramm und Stunde, im Mittelwert 4,138 g. Der durchschnittliche 
Sauerstoffverbrauch schwankte zwischen 3,516 bis 4,118 g, im Durch- 
schnitt 3,709g. Während der Muskeltätigkeit erhöhte sich der Re- 
spirationsquotient und belief sich zwischen 0,779 bis 0,831. 


Der niedrigste Respirationsquotient wurde bei zwei merklich fett- 
reichen Tieren (A und B) festgestellt. Der höchste wurde bei dem. 
jenigen Tiere gefunden, welches am unregelmäßigsten arbeitete und 
welches tatsächlich bei dem Versuch, sich dem gleichmäßigen Laufen 
zu entziehen, die größte Arbeitsmenge leistete. 

Die bei Arbeit auftretende überschüssige Kohlensäureausscheiduns 
habe ich dadurch berechnet, daß ich von der gesamten Kohlensäure- 
ausscheidung die beim normalen Ruheumsatz gefundene Kohlensäure- 
menge abzog. Sie belief sich von 1,385 g pro Kilogramm und Stunde bi> 
auf 2,764 g. durchschnittlich 1,819 g. Die prozentische Erhöhung über 
den normalen Ruhewert betrug von 55,1 bis 142,3, durchschnittlich 
80,8 Proz. Die Steigerung des Sauerstoffverbrauchs betrug zwischen 
1,080 bis 2.225 g pro Kilogramm und Stunde, durchschnittlich 
1.124 g. Die entsprechende prozentische Steigerung betrug von 
43,2 bis 117,5. im Durchschnitt 63,6 Proz. 

Ich habe versucht, die Ergebnisse auf einer einheitlichen Grundlage 
dadurch vergleichbar zu machen, daß ich den durchschnittlichen Gas- 
stotfwechsel pro Kilogramm, pro Kilometer und pro Stunde für jeden 
einzelnen Versuch berechnete. Auf diese Weise erhielt ich für die CO, 
einen Durchschnittswert von 1,912 g, für den O,-Verbrauch von 1,484 g. 

Es ist nicht leicht, sich darüber zu versichern, daß die Ratten 
wirklich den berechneten Weg zurückgelegt haben, dabei denselben 


— r —  — ..—— — — -. 
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Energiebetrag pro Kilogramm und Stunde während der verschiedenen 
Experimente aufwendend, schon deshalb, weil der Charakter der Arbeit, 
wegen der Versuche der Tiere, das gleichmäßige Laufen zu vermeiden, 
variiert. Tatsächlich aber weisen meine Ergebnisse auf eine auffallende 
Ähnlichkeit des Gasstoffwechsels hin und lassen daher den Rückschluß 
auf eine Ähnlichkeit der Leistung zu, wenn die verschiedenen Tiere in 
Rücksicht gezogen werden. 


Die von der Ratte A ausgeführte Arbeit war ganz gleichmäßig. 
Als erstes Versuchstier hatte ich auf dasselbe beträchtliche Zeit zum 
Trainieren verwandt und habe die meisten Versuche an diesem Tiere 
angestellt. Ratte F nahm eine völlige Ausnahmestellung ein. Der 
normale Grundumsatz war der niedrigste von den sechs Versuchstieren, 
der Respirationsquotient auch während der Arbeit der höchste. Das 
Tier versuchte in jeder Weise, sich dem gleichmäßigen Laufen zu ent- 
ziehen, deshalb war auch die geleistete Arbeitsmenge die größte in 
der ganzen Reihe und trägt dazu bei, den Durchschnittswert für die 
übrigen fünf Tiere, die mehr gleichmäßig waren, zu erhöhen. Infolge 
des niedrigen normalen Grundumsatzes sind auch die errechneten Er- 
höhungen der CO,-Ausscheidungen und des O,-Verbrauchs viel größer 
als diejenigen der anderen fünf Tiere. Tatsächlich geben die anderen 
fünf Tiere ein getreues Bild des normalen Arbeitsgrundumsatzes, 
während die Ratte F eine Ausnahme darstellt. 


Durch meine vorstehenden Untersuchungen über den Arbeits- 
gasstoffwechsel normaler Ratten ist die Grundlage gegeben, um zu 
den Untersuchungen über die Beziehungen zwischen innerer Sekretion 
und Arbeitsleistung übergehen zu können. Meine nachfolgende 
Arbeit bringt einen ersten Beitrag hierzu, indem sie den Arbeitsgasstoff- 
wechsel bei Fütterung mit Schilddrüse untersucht. Weitere Arbeiten 
sind in Angriff genommen worden. 


Zusammengefaßt, sind die Ergebnisse der vorstehenden Arbeit die 
nachfolgenden: 


l. Es wird ein neuer Apparat beschrieben, um an Ratten den 
Gasstoffwechsel bei der Arbeit zu untersuchen, und die Methodik des 
Gasstoffwechsels an Ratten bei der Arbeit wird erörtert. 


.2. Während einer annähernd gleichmäßigen Laufarbeit von einem 
Kilometer in der Stunde erhöht sich bei der erwachsenen männlichen 
Ratte gegenüber dem Ruhewert, die CO,-Ausscheidung um 81 Proz. 
der O,-Verbrauch um 64 Proz. 

3. Der gesteigerte respiratorische Quotient läßt den Schluß zu, 
daß die Kohlehydrate einen erheblichen Teil der zur Arbeit notwendigen 
Energie liefern. | 
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e deg mo | co Ge | Co, Co, | o Beer 
Datum pE 3 H,O dai Së E? R.Q. emp: E 
verlust lu °C Std 
1. Vorversuche — kein EE — Brot- und Milehdiát. 
= SS | 205,25| 0,428 | 0,249 | 1,367 | 1,188 | 3,330 | 2894 | 0,836 | 18,2 * 2/0 
209,30| 0,530 0,383 1.675 1,528 2.668 2,433 0,796 | 176 ' 3.0 
x 207,70 0,555 0,420 1910 | 1,775 2,627 ' 2,441. 0.782 | 18,6 | 3.5 
30. X. |210, 83 0,880 0.810 1,580 1510 | 2 498 | 2'388 | 0,760 | 1 18,2 ` 3.0 
= |  Durchschnittswert . . | 2,781 | 2,539 | 0,794 | 
2. Reihe der Grundumsatzversuche — Brot- und Milchdiät. 
27. X. 202, 89 1,070 | 1,030 | 2,540 | 2,500 | 2,504 | 2,465 | 0,738 | 18,2 50 
28. X. 189 32 0,410 0,420 | 1, , 2,360 | 2,377 0,721 | | 184. 30 
31, X. |198; 13 0,330 0,300 | 1,040 | 1,010 | 2,630 | 2,549 0,750 | 18,8 | 2.0 
20, XI. |255, 11| 1,110 | 1,090 | 2,740 | 2,720 | 2,685 | 2,666 | 0,732 | 18,2 | 4. 
21. XI. 250,28 3,280 3,310 | 4,410 | 4,440 | 2518 | 2,534 0,722 | | 18.0 | 7.0 
25. XI. |239, ‚96 3.940 3,265 4575 4.600 2,384 2,396 0,723 | 17,8 ` "Bu 
| Durchschnittswert . . | 2,514 | 2,498 | 0,731 | | 
3. Reihe der Arbeitsversuche — Brot- und Milchdiät — Grundumsatz. 
o Gewicht Ge, ween, o, IEN sl, en dees 
D c t htss H O| co, o. É Q. | Temp. Zeit Art der 
4 q. OO, Os [re mg 0 Art 
a pd j = = s Ee ee ie A ER re I PAN EE GE SE 
27. XI. : 240,9 ı ' 0,550 EE 840 3,820 3,187 o, 796. 18,0 l Regelmaßig 
29. XI. ' 2324 0,635 0,545 0,940 0,850/4.046 ' 3.658 '0,803' 18,0 | 1. x 
2. XII. | 239,9 | 0,550 0,460 0,930 0,840 3,877 | 3,501 0,804 176 | 1. I 
3. XII. ' 936.0 ` 0,610 0.510 0 ‚920 0,820 3,898 ' 3.475 0,797: 180| 1: e 
9. XIT. | 261 6 0,580 0. ‚505 1 090 l 015 4.167 ` 3 880 0. 780 17,6 | 1 UCUnregclm. 
13. XII. I 261 9 0,700 0.635 1 020 0.955 3.895 3.646 0,776. 18,0 | 1 . Regelmaßig 
15. XII. ' 267,5 | 0.610 IO. ‚520.1 ‚020 0.930 3. 813 3477 0,797 18,5 | 1 Unregelm. 
16. XII. | 257,4 | 0,515 |0.435.0.990 0.910 3.846 3.535 0,790 18,2 | 1 Regelmäßig 
23. XII. | 262,3 | 0,470 0,390.0,965 0, 885 3,679 3,374 0,792 170 | 1  Unregelm. 
6.1 2970. 0.490 0,430 1,200 1, 140 4.040 3,838 0,765 17,5 1 E 
9.1 SCH ‚312,4 | 0,420 0,320 1, 190.1 .090 3,809 i 3,489 0,793 18,0 | 1 e. 
Ñ Durchschnittswert . . [3,899 | 3,578 [0,790] Ä 
"Tel Ten 
ers dd Ar FIr pro kg, pro kg,| Um | Art der 
an schu schuß Se schul km und km Ru Arbeit 
u. Std. | Proz, | © Std. | Proz, Std. | Std. | 
o | | | Í | 
27. XI. x 1,306 | 52.0 | 0,989 | 39.6 i 1445 1,094 | 1446 > 904,0 ‚ Regelmaßig 
29.XT. "Lan | 60,9 | 1,160 | 46,4 | 1,634 | 1,237 | 1500 | 9378. 
2.XIT. | 1,363 : 54,2 | 1,003 | 40,2 , 1,402 | 1,032 | 1555 | 9721 , 
3. XII. Län | 55.1 | 0,977 | 39.1 ' 1,416 | 1,000 | 1563 | 977,2.” 
9. XIL > 1,657 659 | 1,382 | 553 , 1,762; 1,470 | 1504 | 940,3 ` Unregelm. 
13. NIT. 1381 | 550 | 1148 | 460 | 1.480 | 1,229 | 1495 | 934,6 ' Regelmañug 
15. XIE | 1299 | 51,7 [0.979 | 39,2 | 1413 ` 1065 | 1470 | 919,0 | Unregelm. 
16. XI1. | 1.332 | 53,0 | 1,037 | 41,5 , 1,420 ' 1,106 | 1500 937,8 | Regelmaßıg 
23. XII. | 1,165 | 463 0,876 | 35,1 ; 1,222 | 0,919 ! 1525 953,4 Unregelm. 
6.1. | 1,526 ' 60,7 | 1340 | 53.6 1.605 1410| 1520 | 950,2" _ 
9.1 1.295 515 0,991 394 1,367 Ñ 1.046 1515 | 9471 | 
Durch | 1385 ! 55.1 | 1,080 | 432 1.470! 1.146 | 1508 943.1 
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Ratte B. 
Ge, | | o. |Temp. Zeit 
Datum wichts- H,O ' CO; O, 
F verlust | | | °C d Std. 
| 1 Vorversüche SE SE — ` Brot- nd Milchdiät. 

23. X. ‘208,60! 0,545 | 0,438 2,160 | 2,053 ¡ 2,589 | 2,460 | 0,764 | 17,6 4 
24. X. 210,89 0,295 ' 0,237 | 1 005 0. 947 2, 383 | 2,245 0, 771 18, 6/2 
25. X. Ñ 212, 85 1 375 | | 1 '070 3 ‚610 3, 305 | 2, 826 2, 587 ` 20, 794 | 18 416 
X : 287,98. 1,290 ` 1,080 Tass | 1376 2,540 | 2,204 | 0,837 . 18.2 3 





| Durehschnittswert . . | 2,585 | 2,374 | 0,792 | 


2. Grundumsatzversuche — En und Milchdiät. 
mv. |1189,87| 0,245 | 0,240 0,850 | 0,845 | 2,238 | 2,225 | 0,731 ' 18,4 | 2 
31. X. (18884 0,330 | 0,330 ' 0,760 | 0,760 | 2012 | 2012 | 0.726 | 188 | 2 
20. XI. 229,10, 1.230 | 1.240 1.510 | 1,520 | 2,397 | 2412 07922 182 | 2,75 
21.XI. 225.21] 0.970 | 0.940 Ben 2.708 ı 2,642 , 0.745 | 18.2 | 2 


26. XI. 219,63 2,650 2,580 ' 9940 | 2870 2231 | 2,178 0,744 17.8 6 
E | Durchschnittswert . . | 2,317 | 2,294 | 0,734 | | 
3. Reihe der Arbeitsversuche — Brot- _und_Mi Milchdiät — Grundumsa — Grundumsatz. 








Gewicht! Ge» 


Datum ` ` wichtss H,O | co, | O, pro de Y R..Q 
| 8 ‚Verlust‘ IL: de 


Temp. Zeit Art der 
0 °C Sta, | A Arbeit 


























2, XII. 226,02 0,800 SE 740 0,990 0 10.930 4,38 381 | 4,115 0, 773 180 i 1 1 | Unregelm. 
9, XTE. 1242 .06 | 0,590 0,5101 025 0.945'4,234 | 3,904 :0,788| 176 | 1 | Regelmäßig 
13. XII. 241,64 ' 0,430 0,385 0.930 0,885 3,849 3663 0,763] 16,0 | 1 
16. XII. 242,19 . 0,760 :0,680 1,005 0,925 4,150 : 3,819 ¡0,789 18,0 1 ; Unregelm. 
2. XII. 256.74 0.810 0.750 0.960 0.900|3,740 3.506 0,775 178 1 Zeep 
6 l. 249,95 0,400 0,330 0,965 0,895,3,860 | 3,580 ‚0,783. 16,5 | 1 

Durchschnittswert . . 4 ‚036 | 3,765 '0,779| | 

Datum | i | a Schuß er ¿pro kg, | pro kg, ; Ume Distanz | An der 





pro kg | Pro kg schuß km und | km und drehung Arbeit 
u. Std. | Proz. u. Std. Std. | Std. | 


Proz. ; 


2. XII. 2.064 89,1 ` 1,821 | 79,4 | 2.194 1,935 | 1505 9409 Unregelm. 
9 NIL 1917 827 16101 702 | 2,017 | 1,694 | 1520 9503 RegelmaBig 
Se ; 1,532° 661 1,369 | 59,7 ' 1,602 | 1.431 l. 065 _ — , 

16. NIL 1833. 791 1,525 GER 1.955 1,626 | 1500 : 9378  Unrcgelm. 


20.X1l. 1,423 ' 6l E 1.21% 28 , 1,493 | 1,271 | | 1525 933,4 | Regelmalig 
b. I. 1.543 Ä 66,6 1,286 | 56.1 1.634 ‚ 1,362 ; 1510 ¡ 044.0 a 
Durchs . T Ss IAS 

ae, 1,719 T 742 |1471 | 611) 1816 1.553 | 1515 | 947.2 
_ Ratte C. 1. Reihe der EE — Brot- und Milehdiát. 
es ER a | PA Ri wi en 
Datum Seen chas H. O CO, O,  prokg pro sg ` R.O. napa: SH 

g ` verlust "vu Std. u. St "oC Std. 





| | I | f 
1.11. 176, 73 0.975 | 0,990 1915 | 1.930 | 2,167 2,184 | 0,721 ¡18.0 
lO. II. 172. 29 0,985 : 1.035 2.205 | 2.345 : 2,220 2206810711, 17,8 
11.11, ' 164, 68 1,470 : 1.530 1.935 | 1,995 | 2,350 A 423 0. 705 182 
13.11. 164,71: 1 425 | 1.395 1.870 | | 1.840 : 2.271 234 0.738 18,5 ' 
| 


21.11. 148,92. 0.945 | 0,975 1,260 | 1.200 2,115 106 020 18,0 ` 


i Durchschnittswert . , | 2,225 ' 2255 0,717 | 
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2. Arbeitsversuche — Grundumsatz — Brot- und Milchdiät. 





Gewicht 


! 


Cs l ' F 
chtse H,O , CO, 

















| 
Ze kg R.Q 






‚ Temp. Zeit 


Art der 


























Dat O, o l I 
SES g verlust Ç ma u. 1. Std. oC Std. Arbeit 
a e > _ | == 
6. II. 4.058 o, 784 186, 1 ` Unregelm. 
12.11. _ 162, 23 0,360 o 260 0. 705 0 1605 - 4, 346 3,729 0. 846: 17 Ó l Regelmaßıg 
13. TI. 155, . 0.390 O, 30005200430 3,351 2.771 o 878: 18.4 | 1 n 
17. II. 150.9 7, 0,250 0. 190:0.515 0. 4553411 2014 ‚0,822 17.0 1 $ 
18, 11. 155, 30 0. 410 o 335/0595 0. 520 3.831 3, 348 :0 831 183 1 8 
11 ` 168.33 0,435 0,380|0.750.0.095 4.456 | 4,129 0,784 18.6 1 7 
Durchschnittswert . . [3,962 3,508 10, 824 
Cor Dir | m co, | o, ` — | 
“her ‘bire "vers ! Übers i 
| pro kg. | pro kg, Um. ... Art der 
Latim EE schuß an Schuh km und | km und drehung D Ranz d Arbeit 
vu. Sid. poz Std po Std Std. | | 
6, TT. | 2.153 | 068 1.803 | gun , 2,296 | 1.923 1500 9378 Unregelm. 
12.11. 2121, 953 1474 | 654 | 2,254 | 1.567 1505 9409 | RegelinaBig 
13.11. | 1,126 : 506 | 0,516 | 22,9 ' 1,181 | 0,541 | 1525 - 953,4 | 
17.11. "1186 533 | 0.759 | 337 5 1.244 | 0.796 | 1525 053.4 ' a 
18.11. 1.606 722/1093, 48.5 | 1.679 1,143 | 1530 956.5 A 
III 2231 1003 | 1,874 * 831 2332 1.959 1530 956,5 8 
Durch: ! = E D ) 
a 1.737 | 78.1 1.253 59,6 | 1,831 1,321 1519 949,8 
Ratte D. 
l. Reihe der Grundumsatzversuche — Brot- und Milehdiát. 
eege OY I GO, Ó, e Wisa S 
Datu:n ent oc? H. O | CO, O, pro kg Dedo RO. ‚temp: SCH 
g verlust u. Std. u. Std. | | °C į Std. 
6. II. 174,10 1,820 1,770 2,205 2,155 | 2.533 x 2,47€ ve 0,743 | 18,8 5 
9.11. 173,27 1,260 1210 2570 2520 | 2472 2424 ' 0, 741 ` 19.0 6 
12.11. 149,85 0.840 0.845 1.260 1,265 | 2,803 2814 0,724, 17 0 3 
13.11. 147,95 0,830 05820 1,665 1,655 | 2.251 2,237 0,731 | 112. 3 
20. TI. 148,15 1,160 1,130 , 1,800 1,770 | 2,025 1,991 0,739 190 6 
| Durchschnittswert. . | 2,417 22388 , 0,736 | | 
2. Arbeitsversuche — Grundumsatz — Brot- und Milchdiät. 
d u Ge: | u | ' CO, O. | | A 
Datum SE Dee "HO CO, | O, 'prokg pro ku RO Temp Zeit pani 
g verlust i `u. Std. u. Std. oC |Std. Arbet 
= É Š | pa soad u | se | Gees BER: 
10.11. 156,20: 0,410 0. 320 0.685 0,505 4.385 3,809 o 836 190, 1  Unregelm. 
11.11. 147, 72 0,360 0.285 0, 5700495 3.859 3.351 0.836 18,6 | pa A 
17.11. 144.07 0. 340 0, 290 0. 5450495 3.783 3, 436 0,800 18.6 . l. š 
18.11, 1437} 0340 0.290 0.485 0,439 3.375 3.027 0 810 182 1 Regelmaßıg 
19.11, 164,17 0,570 0.470 0,750 0,650 4,568. 3.959 0,838 198 1, 


Düne kochi tiewe rt, 18% 004 


13.516 0,824 


| 
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E ge Ñ SC ' Qe, Ub AAA 
S wo Der, Der er | prokg 'prokg.| Um Art der 
ESCH SE schuß schuß ` ko und km und drehung Distanz Arbeit 
u. Std Proz es Proz. | Std. | Std. el R EN ek 
BESTER | | wa. | 
lo, TI. 1968 814 1,421 59,5 : 2,012 | 1,452 1565 | 9784 Unregelm. 
11. IT. | 1.442 597 0,963 403 1533 | 1,024 1505 | 940,9 ; A 
17.11. | 1,366 565 . 1,048 439 1.409 ı 1,081 1550 | 969.0 
18.11. 0,958 396 ' 0,639 268 1 011 | 0. 675 1515 | 947 4 Regelmäßig 
mi 2151 890 1,571 65,8 2,241 ¡1,637 1535 | 959,6 | 
a, a: an ERS 
schuitawert 1,577 | 653 1428 47,3 1,641 641 | 1,174 | 1534 | 959,1 | 
Ralte E. 
l. Reihe der Grundumsatzversuche — Brot- und Milchdiät. 
l WS Ss | Ge; E E CO. i O I | ERN FE 
Datum Gewicht! Ger | H,O CO, O, ` pro k. pro kg R. Q. [Temp Ss) 
g Base vu Std | u. Std. | C | Std 
i = Fe | = EC Ke SA ER 
18.11. (141,5 D? 1,625 ; 1,765 Í 1,710 | 2,494 2417 0750 183 5 
19.11. 162. 33, 2,115 2, 140 1900 1,925 2341. . 9.379 0.717 17 0 5 
23.11. | 137.58, 1995 1980 2,030 | 2,015 | 2:459 ' 2441 0,732 | 179| 6 
24 IL || 123, A8 3 555 3,500 1,190 1,435 ° 413 2,324 | | 0, 754 ` 18.0 5 
25. H. | 120. KU 0,640 0,610 ] 335 | | 1,305 2.770 2.707 ' 0.743 174 4 
| Durchschnittswert . . | 2,495 | 2,453 | 0,739 | | 
2. Reihe der Arbeitsversuche — Brot- und Milchdiät — Grundumsatz. 
i Gewicht Ge, . CO: Oz ! Temp. Zeit Art der 
Dat wichtss, H,O CO, O; ok + R.Q. ' ; 
ii g verlust ` i seus Std: u. Std. Se CE re: 
zm 11734 0,275 0, 215/0,550 0,490 4,679 4,169 0815 19,1 1 | Regelmäßig 
>s.Il. 128,65 0,225 0,160 0,485 0,420 3,7 70 3.965 0839 177 1 ` 5 
2 HI. 129,49 0.235 0.150 0.520 0.435 4.019 3,362 0, 868| 168 1 | Ñ 
4. IH. 132. 17 0,250 0 .190 0.510 0.450 3, 859 | | 3.404 0.823 16,9 | 1 A 
6. TIL. 131,08 0,330 0,295, 0,600 0,565 4,57 |4310 0.771 167 | 1: E 
Z III. 134,28 0,450 0,400 0,600 0,550.4,468 4,096 0,792, 168| 1». 
Durchschnittswert I 4,2 4,229 | 3,768 0,818 | 
| | GC Cu re CO, | O; TI. j 
| en ber: Übers tr” | pro kg. prokg, Um: S Art der 
Parum EE schuß | Co x schuß km und kmund drehung Distanz Arbeit 
u. Std. ` ben ` u.Std I poz, Std Std 
H | ; H 
27.11. 2,184 | 875 | 1,716 700 2232 1, 754 | 1565 9784 Regelmäßig 
28.11. | 1,275 | 51,11 | 0,812 | 33,1 | 1 333 0, 849 | 1530 | 956,5. H 
2.111. 1524 | 61,1 | 0.909 | 37,1 | 1,583 | 0,944 | 1540 | 962,8 , 
+III. ` 1364 | 547 | 0951 , 38,8 1445 1.007 , 1510 | 944.0 x 
IL" 2 082 834 | 1,857 ' 75,7 | 2,177 a 1530. | 956,5 k 
8.111. , 1.973 | 79,1 | 1,643 : 67.0 | 2,049 | 1,707 | 1540 9628, 
Durchs _ ae o 0 
wei Sen 1,734 69,5 | 1,315 | 53,6 | 1,803 1,376 1536 960.2 
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Ratte F. 
1. Reihe der Grundumsatzversuche — Brot- und Milchdiät. 
Ge, co 
Datum m: wichts» ES CO, | O, SCH Ro Temp] e 
g verlust us u. 0C | Std. 
13. II. 1,420 | 2,390 2.360 2,004 1,979 0,736 | 180 | 5 
17. II. 2,385 | 2,125 | 2,045 | 1,857 | 1,787 | 0,755 | 17,8 | 5 
20. II 2,030 | 1,980 | 1,985 | 2,101 | 2,106 | 0,725 | 19,3 | 4.5 
24. II i 1,410 2,140 2,055 | 1,874 1.799 | 0,756 | 18.4 d 
25. 11. 118112) 0,485 | 0,425 | 1,550 | 1,490 | 1,902 | 1,828 , 0,756 | 17,4! 45 
26. II. | 177,35| 0,485 | 0,430 | 1,665 | 1,610 | 1,921 | 1,858 | 0,751 | 17,6 | 5 





5) 


ado 


| Durchschnittswert . . 
_Reihe der Arbeitsversuche — Grundumsatz — — Brot-_und und Milchdiät. 


























‚1,943 | 1,893 | 0,747 | H 



































Datum ef en H O: co O Q. 03. | ep: Zei | Art der 
` g verlust Š d ° Rad mi Arbeit 
18, IL E 21 0,485 a ES 38 10,848 848| 182 ` ] Bees 
27. 11. |178-241 0.360 0,265 0,660 0,565 3,703 | 3,170 0.849 193 | 1 
28. II. 174,18 0,390 0,270.0,875/0,755 5,024 4.335 0,842 174 | 1: 
2. III. || 173.83: 0,400 0.290.0,910/0,800 5,235 | 4,602 0.826 166 11 lj - 
3, III. |158;91 0,360 (0,280 0,780/0,700 4,908 | 4,405 ‚0,809 16,81. 
4. TIL 160,091 0.385 (0,295 0,790/0,700 4,935 4,373 0,820. 17,0 | 1 " Regelmaßig 
6. TIL | ‚em 0,530 0,445 0,720/0,635 4,428 3,905 0,823, 16,5 | Eë, 
Durchschnittswert . . ¡4,707 | 4,118 oa! | | 
Übe Te | di Ub co, | ©; | E nsn 
er er re , UDer pro kg, | pro kg,! Um . ` Art der 
Patum SE ; schuß pro kg schuf ` ¿Km und km und drehung Distanz Arbeit 
18. II. : 2,772 | 142,7 | 2,145 | 113,3 2,908 | EE EH 953,4 Unregelm. 
27.11. | 1,760 90,6 ¡ 1,277 | 67,5 1,822 1322 1545 9659. . 
28.11. | 3.08] | 1586 | 2,442 | 1290 3264 2587 1510 940 - 
2. III. | 3,292 | 169,4 ` 2,709 | 143,1 3,510 2,889 1500 : 937,8. _ 
3. III. | 2,965 | 1526 | 2512 | 132,7 2000 , 2,618 1535 959,6 K 
4. III. 2992 | 154.0 | 2,480 | 131,0 | 3,169 | 2,627 1510 9440 , Regelmatig 
6.207 | 2,485 | 127,9 | 2,012 | 106,3 | 2,615 | 2,117 1520 , 950 SE 
erh 2764 1423 2225 | 117512908 2,344 + 1521 a , 


Zusammenfassende Tabelle der Stoffwechselversuche. 





1. Reihe der Grundumsatzversuche. 

VE Köln oe ° è o Ba Ber wd š 2E < 
E | £ š E33: E92 300 zen 202 2832| 8% ZE ENa SB sE 

¡ECO Zee zm 20 ¡EY FOX ZZ Z Zg |Z 7,5825 
A. 222,62 0,326 0,325 0,574 0,573 2514 2,498 0,731, 18,2| 4,83 , 29 6 
B. 210,53 0,368 | 0,361 | 0,494 | 0,487 2.317 2,294 0,734 183| 295 ı lo 5 
¡E 165.47 0,232 0.237 0.371 0,376 2,225 2,255 0,117, 18,1 | 5,00 | 25:5 
D. 158,66. 0,236 0. 231 | 0.380 0,376 2417 2388 0.736 18,2; 500 25 5 
F. 137 08 0.399 0.394 | ' 0.341 10,336 2.495 , 2,453 0. 739: 17,7 | 500 : 25 5 
F. 204.27: 0.280 10,270 0395|0385 1,943 1,893 10,747: 18,1! 5,00 30.6 


Durchschnittswert . . 2319 2,297 0.734 | 


Driisen 84. 


2. Arbeitsversuche. 



















































































| e et: ZER . . . ° : I ! o | ba 

: 15% E333 lol Le PIE EEFE 

s i SÉ |Z35c|žfolž E zö3 | 283 |ENG EEE | Eg 

š H Sé rE 23 | 2 |z E|FOP|EÓP|E s| Z e" 
A. 926085 0,557 | 0,47 25 | 1,017 | 0,934 | 3,899 | 3,578 | 1 | 179 | 0,790 
B. 243,10; 0,632 | 0,566 | 0,979 | 0,913 4,036 | 3,7165: 1 | 173 | 0,779 
C. 163,22 0,394 | 0,321 | 0,651 | 0,578 3,962 3,508: 1 | 1841 | 0,824 
D. 151,17 0,404 | 0,331 | 0,607 0,534 3994 | 3516 1 | 188 | 0,824 
E. 1128, a 0,294 , 0,235 0,185 422913768 ' 1 | 17,3 | 0,818 
E 174,581 0,416 | 0,312 | 0,821 : 0,717 4,707 | 4118 1 | 174 | 0,831 
| Durchschnittswert . . | 4,138 | 3,709 ' | | 0,811 
SaF 23 1338 lps Sip Ba efleslen 
e 0343 222 V ag 82 ËU ai, Sasan SS 239 83 
Aatte LR EE IS Bi. =O #5 | £ š! e £ 
= ° ven Y = 2 ven Y š Zë É Da en e ` ke ei 
IIS E ll a ia 

T z == == == een Sr = ee š m. MRS 1 Ë 

A. | 1,385 | 55,1 | 1,080 | 43,2 | 1,470 | 1,146 | 1508 | 943,1 | 11 
B. 11,719: 742] 1471 | 641_ 1816 | 1,553 | 1515 | 947,2 | 6 

ce. | 1,737 | 78,1 | 1253] 556 | 1,831 | 1,321 | 1519 | 9498, 6 

D. 1,577 | 653 | 1,128 | 47,3 | 1,641 | 1,174 x 1533419591 5 
F. ¡1734! 695| 1315 | 53,6 | 1,803 | 1,367 | 1536 | 960,2 | 6 
FL | 2764 1423 | 2226 | 117,5 | 2908 ` 2344 | 1521 | 950,7) 7 

Durch, | pa a: | 

aan 1819 | 80,8 | 1412 636! 1912] 1,484 | | | 41 


Uber das Schicksal 
der Invertase im normalen und immunen Organismus. 


Von 
A. Samysslow. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Staatlichen Instituts für Veterinar 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 8. August 1925.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Von Bach, Engelhardt und Samysslow (1) wurde festgestellt, dal 
das Serum von Kaninchen, welchen Invertasepräparate injiziert worden 
waren, die Fähigkeit gewinst, das Ferment zu binden. Werden die 
Proteine des Serums an gewisse Adsorbenzien fixiert, so kann das 
durch das Serum gebundene Ferment aus der Lösung entfernt werden. 
Dabei behält die Invertase ihre Aktivität und kann dieselbe nunmehr 
auch im gebundenen Zustande ausüben. Auf dieser Eigenschaft der 
Inveıtase basierend, suchte ich ihr Schicksal im normalen und immu- 
nisieıten Organismus zu verfolgen. 

Wie schon früher erwähnt (vgl. die zitierte Arbeit von Bach, Engel-. 
hardt und Samysslow), Du. gieren bei der Immunisierung mit Ferment- 
präparaten als eigentliche Antigene nicht die Fermente selber, sondern 
die mit ihnen vergesellschafteten Begleitstoffe eiweißartiger Natur. 
Da uns die Annahme Putters (2) recht plausibel scheint, daß alle 
Antikörper g: gen Biokolloide im Grunde ein und denselben Charakter 
besitzen, so glauben wir, daß die vorliegenden Versuche nicht nur für 
den speziellen Fall der Immunisierung mit Invertase, sondern auch 
eine viel allgemeinere Bedeutung haben könnten. 

Unter den Arbeiten, welche mit dem von uns in Bearbeitung genommenen 
Thema in Zusammenhang gestellt werden können, seien folgende erwähnt: 
Von M. Falk (3) wurde das Schicksal injizierter Urease im Blute normaler 
und immunisierter Kaninchen untersucht. Die dabei erhaltenen Resultate 
waren recht unentschieden. 

Abderhalden und Wertheimer (4) konnten feststellen, daß einen 
Kaninchen injizierte Invertase nach 6 Stunden aus dem Kreislauf ver- 


schwindet. Dungern (5) konnte beobachten, daß bei immunisierten Tieren 
das entsprechende Eiweiß nach der Injektion schneller aus dem Blut? 
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verschwindet, als bei normalen. Als der erste Teil dieser Arbeit beendet 
war, erschien die Arbeit von Nogaki (6), welcher das zuerst von Abderhalden 
und Wertheimer (l. e.) beschriebene Verschwinden der Invertase aus dem 
Blute normaler Kaninchen náher studierte. Mit immunisierten Kaninchen 
wurden von Nogaki keine Versuche angestellt. Was unsere Versuche 
mit normalen Tieren betrifft, so stimmen die von uns erhaltenen Resultate 
vollkommen mit denselben Nogakis überein. 


Methodik. 


Unsere Versuche erstrecken sich im ganzen auf zehn Kaninchen. 
Den Versuchstieren wurde in die Ohrvene Hefeautolyresaft injiziert. 
Letzterer wurde zwecks Klärung zuerst mit Tierkohle behandelt; diese 
Behandlung ist auf die Aktivität des Saftes ohne jeglichen Einfluß. 
0.01 cem des Autolysats in einem Gemisch von 2 ccm 10 proz. Saccharose, 
Z eem Acetatpuffer (py 4,6) und Wasser bis auf 10 ccm ergaben nach 
30 Minuten bei 37% 20 mg Glucore. Diese Menge wurde als Ferment- 
einheit argenommen. Das zu untersuchende Blut wurde der Ohrvene 
entnommen, in ein Gefäß mit ein bis zwei Kristallen Kaliumoxalat 
aufgefangen und von dem erhaltenen Oxalatblut Leem in ein Ge- 
misch von 2 cem Acetatpuffer und 5cem Wasser eirgetragen. Nach 
erfolgter Hämolyse wurden 2 ccm 10proz. Saccharoselösurg zugesetzt 
und das Reaktionsgemisch in den Thermostaten gestellt. Nach 
30 Minuten wurden die Proteine nach Folin- Wu mittels 1 cem Natrium- 
wolframat und 1 ccm n/3 H,SO, niedergeschlagen und abzentrifugiert 
oder abfiltriert. Aus der klaren Flüssigkeit wurden 6 ccm (entsprechend 
der Hälfte des ursprünglichen Volumens) entnommen und hier die 
gebildete Glucose nach der Hypojoditmethode von Willstätter und 
Schudel (8) bestimmt. Durch spezielle Vorversuche überzeugten wir 
uns, daß der Zusatz von Wolframat und Schwefelsäure auf die Zucker- 
bestimmung ohne Einfluß ist. Als Kontrolle wurde stets ein Versuch 
unter denselben Bedirgurgen mit denselben Ingredienzien, aber ohne 
Saccharosezusatz angestellt. 


Zirkulation eingespritzter Invertase im Blute normaler und immunisierter Tiere. 

Durch eine Reihe von Vorversuchen wurde festgestellt, daß die 
in die Blutbahn injizierte Invertase beim jmmunisieiten Tiere be- 
deutend schneller als bei normalen Kaninchen aus dem Kreislauf ver- 
schwindet. Es schien uns von Interesse, das Verschwinden messend 
zu verfolgen in der Absicht, den etwaigen Zusammenhang zwischen 
der Zahl der vorargegangenen Injektionen und der Geschwindigkeit 
des Verschwindens festzustellen. Die Versuche wurden folgender- 
maßen angestellt: 

Hefeautolysesaft, dessen Gehalt an Fermenteinheiten (s. oben) vorher 


festzestellt war, wurde dem Kaninchen in die Ohrvene injiziert. Nach 
bestimmten Zeitintervallen wurde aus dem anderen Ohr Blut: entnommen 
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und darin, wie oben beschrieben, der Gehalt an Invertase bestimmt. Die 
Injektionen wurden in Abständen von 3 bis 6 Tagen vorgenommen. 
Die dabei erhaltenen Resultate sind in Tabelle I zusammengestellt. 


Tabelle I. 
| I I Milligramm Glucose I 
Blutentnahme | Kaninchen Nr. 1, Gewicht 2800 g) > Kaninchen Nr. 2, Gewicht 2790 g. 
nach der | zur Injektion 2,8 ccm Autolysat zur Injektion 2,8 ccm Autolysat 
Injektion H Zahl der Injektionen Zahl der Injektionen 
y E MEN ROA A 


| 











| 54 15,2 | 13,9 10,8 ' 6,7 80.58 
KO 122 8,3 72 | 0,4 0 0.3 
0 5,2 35| 09: 0 0 0 

— 05j| 04 0,9 : — | — — 


5 ; Minuten |15, 15.0. 133 3 | 14,4 6⁄7 7, 
1 Stunde 118 74 4,5 | 0,4 0, 
3 Stunden 6, l | 22 1,8 | °: 0 
6 Stunden 0, Se 0,4 0, 9 — | 


< 


Wie aus der Tabelle I zu ersehen ist, nimmt der Fermentgehalt 
im Blute nach der Injektion allmählich ab. Die Geschwindigkeit der 
Abnahme ist desto größer, je mehr Injektionen das Tier vorher erhalten 
hat. Parallelversuche mit dem Serum in vitro zeigten, daß die 
Geschwindigkeit der Invertaseab- 
nahme dem Anstieg des Bindungs- 
vermógens des Serums propor- 
tional ist. 

Trägt man auf die Abszisse 
die nach der Injektion verstrichenen 
Zeiten an und auf die Ordinate 
die jeweiligen Fermentmengen in 
Prozenten des ursprünglichen Ge- 
halts, so erhält man eine Reihe von 
) Kurven (Abb. 1), welche desto 

Abb. 1. schneller abfallen, je mehr Injek- 

tionen das Versuchstier vorher er- 

halten hat. Der Verlauf der Kurven scheint darauf hinzuweisen, daß 

dem Verschwinden der Invertase ein Adsorptionsprozeß zugrunde liegt. 
Diese letztere Annahme wurde durch weitere Versuche bestätigt. 





Verteilung der Invertase zwischen Formelementen und Blutplasma. 


Bekanntlich konnte Sbarsky (7) in einer Reihe von Arbeiten beob- 
achten, daß intravenös injizierte Eiweißabbauprodukte durch die 
Formelemente des Blutes absorbiert werden. 

Im Zusammenhang mit diesen Ergebnissen schien es mir von 
Interesse, nachzuprüfen, ob sich die Invertase in ähnlicher Weise ver- 
halten würde. Wie aus den weiter unten angeführten Zahlen zu ersehen 
ist, erhielt ich gerade entgegengesetzte Resultate. Die Versuche wurden 
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so angestellt, daß das Blut gleich nach der Invertaseinjektion mit 
Oxalat aufgefangen wurde. l ccm dieses Oxalatblutes wurde als solches 
ins gewöhnliche Reaktionsgemisch (Saccharose, Puffer, Wasser) ein- 
getragen, die gleiche Menge (l ccm) Oxalatblut wurde in einem engen 
Röhrchen scharf zentrifugiert, das Plasma sorgfältig abgezogen und 
Plasma und Blutkörperchen gesondert und mit dem Reaktions- 
gemisch vermischt. In allen drei Proben wurde nach halbstündigem 
Verweilen im Thermostaten die gebildete Glucose bestimmt. Die Ver- 
suche ergaben dieselben Resultate, unabhängig davon, ob sie mit 
immunisierten oder normalen Tieren angestellt wurden. Als Beispiel 
seien folgende Zahlen angeführt. 


Milligramm Glucose 


I eem Vollblut. . | 193 | 19.1 
Plasma ..... (3 17,4 
Blutkörperchen . 53 4.2 


Einfluß des Blutes auf die Invertaseaktivität bei längerem Zusammenaujenthalt 
in vitro. 


Das Verschwinden der Invertase aus dem Blute könnte einfach 
durch ihre Zerstörung bedingt sein. Um dies nachzuprüfen, wurden 
folgende Versuche angestellt. Sofort nach der Injektion wurde Blut 
aus der Ohrvene mit Oxalat aufgefangen. I ccm wurde sofort zum 
Inversionsversuch verwendet, das übrige Blut wurde im verschlossenen 
Gefäß 6 Stunden im Thermostaten aufbewahrt und dann wieder auf 
seinen Invertasegehalt untersucht. Es zeigte sich, daß in vivo nach 
Verlauf dieser Frist das Enzym auch beim normalen Kaninchen 
praktisch aus dem Blute verschwunden war. Hier sind die in vitro 
erhaltenen Resultate zu ersehen: 


Tabelle III. 


nn _ Milligramm Glucose ` 
Versuch Nr. | l 2 3 4 





Normaltier | sofort 13,3 13,9 | 10,8 11,7 
` | nach 6 Stunden 11,3 135 108 — 108 

: sofort 19,1 | 160 y E PRA 
Immuntier | nach 6 Stunden 173 | 137 — Ä E 





Wir sehen somit, daß in vitro nur eine ganz unbeträchtliche Ab- 
nahme der Aktivität eintritt. Auch diese Versuche lassen als Ursache 
des Verschwindens der Invertase einen AdsorptionsprozeB vermuten. 
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Das Schicksal der injizierten Invertase. 


Die obige Annahme über die Ursache des Verschwindens der 
Invertase hat ihre völlige Bestätigung in den folgenden Versuchen 
gefunden. 


Kaninchen wurde Autolysesaft von bekanntem Gehalt an Ferment- 
einheiten injiziert. Nachdem die Invertase aus der Blutbahn ver. 
schwunden war (l Stunde nach der Injektion bei immmunisierten 
Kaninchen und 6 Stunden bei normalen), wurde das Versuchstier aus 
der Carotis entblutet und seine Organe auf Invertase unter- 
sucht. Nach Abspülen der Organe mit Wasser wurden abgewogene 
Proben mit dem doppelten Volumen Wasser im Mörser verrieben, his 
ein homo;ener Brei entstand; letzterer wurde zur Entfernung von 
Bindegewebe durch ein Tuch durchgepreßt. Leem dieser Zellen- 
suspension wurde in das oben erwähnte Gemisch von Saccharose, 
Puffer und Wasser eingetragen; nach halbstündigem Aufbewahren 
im Thermostaten wurden die Proteine mit Wolframsäure gefällt und 
die Glucose wie gewöhnlich bestimmt. Überall wurde ein Kontroll- 
versuch ohne Saccharose angestellt, welcher die im Organ selbst ent- 
haltene Menge Zucker angab. Durch Vorversuche wurde natürlich 
festgestellt, daß die Inversionsfähigkeit normaler Organe ohne voran- 
gehende Invertaseinjektion verschwindend klein im Vergleich zu den- 
jenigen nach Injektionen ist. 


Tabelle IV. 











Milligramm Glucose 


= | Neben» Geschlechts» | Knochen: | 


Organ: Leber | Milz | Niere Gehirn | Bieten drüsen i mark | Pankreas 

ar alais 0 DEE + 9 
Versuch | 194 | 60 | 45 23| 25 10 0,9 1,0 
Kontrolle  54j 07 | 36 16 18| 054 07 0.9 
Differenz 140i 53 ' 00 | 07 07 | 046 ! 02 0.1 


Aus den Zahlen geht hervor, daß das Enzym hauptsächlich durch 
die Leber und Milzzellen adsorbiert wird. Berechnet man den 
Fermentgehalt auf die ganze Leber, so ergibt sich, daß in diesem 
Organ etwa 50 bis 60 Proz. der ganzen injizierten Invertasemenge auf- 
gespeichert ist. 

Dies ist besonders bedeutungsvoll, wenn man in Betracht zieht, 
daß die Leber beim Kaninchen weniger als 5 Proz. vom Gesamtgewicht 
ausmacht. Sämtliche Versuche, welche mit fünf immunisierten 
Kaninchen angestellt waren, ergaben vollständig übereinstimmende 
Resultate. 
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Analoge Versuche mit Normaltieren haben gezeigt, daß auch 
hier die Invertase etwa 6 Stunden nach der Injektion in den 
Orsanen, speziell in der Leber aufgespeichert ist. Nur ist in 
diesem Falle der Gehalt in der Leber ungefähr dreimal geringer 
als bei immunisierten Tieren; der Gesamtgehalt der Invertase in 
der Leber beträgt somit nur etwa 15 Proz. von der eingespritzten 
Menge. 


Läßt man die Leberzellensuspension, welche adsorbierte Invertase 
enthält, unter Toluol stehen, so büßt das Enzym auch nach 6 Tage 
langem Aufbewahren seine Aktivität kaum ein (diese Beobachtungen 
beziehen sich auf die Versuche mit Immuntieren). 


Aus obigen Versuchen läßt sich der Schluß ziehen, daß im 
Organismus eine selektive Adsorption des Antigens stattfindet. Es 
scheint recht wahrscheinlich, daß der Ort der größten Antigen- 
adsorption auch mit der Bildung der Antikörper im Zusammenhang 
steht; es müßte hiernach die Leber dabei eine wichtige Rolle spielen 
(vgl. Putter, Handb. d. Biochem., 2. Aufl., 3, 384). Außerdem können 
unsere Befunde Licht auf die Frage werfen, warum die Milz 
und die Leber so großen Veränderungen bei toxischen Erkrankungen 
unterliegen. 


Zusammenfassung. 


l. Invertase, normalen oder mit Hefeautolysat vorbehandelten 
Kaninchen injiziert, verschwindet aus der Blutbahn. 


2. Die Geschwindigkeit dieses Verschwindens wird messend 
während des ganzen Immunisierungsprozesses verfolgt. 


3. Bei sechsstündigem Aufbewahren der Invertase in vitro mit dem 
Blute normaler bzw. immunisierter Kaninchen wird ihre Aktivität 
nur unbedeutend herabgesetzt. 


4. Die injizierte Invertase wird nicht durch die Blutkörperchen 
adsorbiert. 


5. Die aus dem Blute verschwindende Invertase kann in den 
Urganen der Versuchstiere wiedergefunden werden. Beim immuni- 
sierten Tiere adsorbiert die Leber 50 bis 60 Proz. der ganzen injizierten 
Enzymmenge, beim normalen dagegen nur 20 bis 30 Proz. 

6. Das Verschwinden der Invertase ist nicht durch eine Zer- 
stórung des Enzyms, sondern durch seine Adsorption an Organzellen 
verursacht. 

7. Es wird auf die Bedeutung der erhaltenen Resultate für gewisse 
Fragen der Immunitätslehre hingewiesen. 

R 
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Vorliegende Arbeit ist auf Veranlassung von Herrn Dr. IWF. Engel. 
hardt ausgefúhrt worden. 
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Über die Trennung der Fermente des Gerstenmalzes. 
Von 
Hans Pringsheim, Alexander Genin und Rahel Perewosky. 
(Aus dem chemischen Institut der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 9. August 1925.) 


Neben dem wichtigsten Malzferment, der Diastase, kommen in 
der gekeimten Gerste nach neneren Feststellungen ständig zwei weitere 
Polyasen, die Lichenase und die Mannanase!) vor, welche das Lichenin 
in Cellobiose?) und das Mannan in Mannobiose3) umwandeln. Diesen 
drei spezifischen Polyasen sind im Gerstenmalz zwei zugehörige Di- 
saccharasen: die Cellobiase®)?) und die Mannobiase?) vergemeinschaftet, 
während eine stark aktive Maltase die Malzamylase nur selten be. 
gleitet). | 

Für den experimentellen Beweis der Bildung der Cellobiose aus 
dem Lichenin und die Gewinnung der neuen und noch wenig erforschten 
Mannobiose aus dem Salepmannan ist die Beschaffung von energisch 
wirkender Lichenase und Mannanase ohne die gleichzeitige Gegenwart 
der entsprechenden Disaccharasen von Bedeutung; wir haben dieses 
Ziel im Vergangenen durch Altern erreicht, dabei jedoch die Beob- 
achtung gemacht, daß die zur Zerstörung der disaccharidspaltenden 
Fermente nötige Zeit von Zufälligkeiten abhängig war; natürlich haben 
bei diesem Alterungsprozeß auch unsere Polyasen gelitten. Das Ziel 
unserer Versuche war dementsprechend, in Anlehnung an die neuen 
Methoden der Fermentadsorption und -elution eine Trennung zu er- 
reichen, um zu möglichst ungeschwächten Polyasen zu gelangen. 

Die Lösung desselben Problems schwebte uns bei den Versuchen 
zur Trennung der Amylase von der Maltase vor; hier verfolgten wir 
gleichzeitig den praktischen Zweck, ohne die langwierige Dialyse zu 
einer von reduzierenden Bestandteilen reinen Malzamylase zu ge- 





1) Wir schließen uns der Nomenklatur von C.Oppenheimer, Die 
Fermente und ihre Wirkungen 1, 757, Leipzig, 1924, an. 

2) H. Pringsheim und K. Seifert, H. 128, 284, 1923; H. Pringsheim 
und J. Leibowitz, H. 181, 262, 1923; H. Pringsheim und W. Kusenack. 
H 137, 266, 1924. 

3) H. Pringsheim und A.Genin, H. 140, 299, 1924. 

t) M. Holderer, Journ. Soc. Chem. Ind. 28, 733, 1909. 

5) H. Pringsheim und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 161, 456, 1925. 
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langen, um uns so in einem kurzen Arbeitsgange jederzeit in den Besitz 
eines maltase- und maltosefreien stärkespaltenden Malzferments 
setzen zu können. 

Wir haben das uns gesteckte Ziel bei der Mannanase und der 
Amylase erreicht und sind zu einer Lichenase gelangt, welche das 
Lichenin der Hauptsache nach in Cellobiose spaltete, wobei allerdings 
zu bemerken ist, daß die Fermentlösung, von vorherein auf Cellobiose 
angesetzt, noch merkliche Spaltung des Disaccharids bewirkte. Be- 
sonders schwierig gestalteten sich unsere Versuche zur Erreichung 
unseres Hauptzieles, der Gewinnung einer mannobiasefreien Mannanase, 
weil uns zur Prüfung noch keine Mannobiose zur Verfügung stand, 
deren Darstellung ja der Anstoß für diese Arbeit war. Wir mußten uns 
hier bei der Suche nach der Anwesenheit der Mannobiase auf die Osazon- 
reaktion verlassen, wobei uns die Bildung oder Nichtbildung des im 
heißen Wasser schwer löslichen Glucosazons aus Mannose als Beweis 
für An- oder Abwesenheit von Mannose diente. Mit Hilfe desselben 
Reagens wurde auch die Spaltung des Lichenins bis zur Cellobiosestufe 
erwiesen, auch wenn der Lichenase noch etwas Cellobiase bei- 
gemengt war. 

Zuerst versuchten wir, den Einfluß der Alterung unter dem Wechsel 
verschiedener Aziditäten zu studieren; nach 18 Tagen bei mu = 3 und 4 
waren Mannanase und Cellobiase unwirksam, Amylase noch sehr schwach 
wirksam, bei py = 6 und 7 verhielten sich alle Fermente resistenter, so 
daß ein Anhalt zur Trennung nicht gegeben war (vgl. Tabelle I). 

Bei der Adsorption mit Kaolin machte sich der Einfluß der Azidität. 
wie zu erwarten war, stark geltend. Bei pg = 3 war die Adsorption 
der Fermente so gut wie quantitativ, bei Du = 5 war sie mittelstark 
und bei pa = 8 trat ein Unterschied zwischen den Polyasen und 
den Disaccharasen hervor, der sich durch den Zusatz von Alkohol 
verstärken ließ. In 20. oder höherprozentiger alkoholischer Lösung 
gelang uns die Adsorption der Mannobiase und eines Teiles der Cello- 
biase, während aktive Mannanase und Lichenase in verwendbarer 
Form in der alkoholischen Lösung blieb. Der Gebrauch von Aluminium- 
hydroxyd A!) führte zu demselben Ergebnis. 

. Mit der so gewonnenen mannobiasefreien Mannanase stellten wir 
erneut das Mannobiose-phenylhydrazon dar. 

Der Versuch, die beiden Polyasen durch Adsorption mit Kaolin, 
bei py = 3 und Elution mit Phosphatpuffer py = 8 zu gewinnen, war 
nicht ermutigend. 

Die einzigen Angaben über die Adsorbierbarkeit der Malzam ylase 
fanden wir bei Euler?), der bemerkt, daß das Ferment aus saurer, nicht 





l) R. Willstätter, Liebigs Ann. d. Chem. 422, 72, 1920/21. 
2) Hr Euler, Chemie der Enzyme, 1. Teil, München 1920, S. 88. 
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aber aus neutraler und alkalischer Lösung von Kaolin adsorbiert wird!). 
Wir bestátigen diese Angaben in einer Versuchsreihe. Bei der Elution 
mit Phosphatpuffer von py = 8 erhielten wir die Amylase im Eluat, 
jedoch noch vermengt mit der Maltase des Malzes der Byk-Gulden- 
werke A.-G. und mit reduzierenden Bestandteilen. Durch Verringerung 
der zur Adsorption verwandten Kaolinmenge und Beifügung von 
Alkohol bei der Adsorption ließ sich die Trennung vervollkommnen. 
Zuerst adsorbierten wir in 25 proz., dann einmal in 40 proz. und 
schließlich zweimal in 40proz. alkoholischer Lösung, wobei wir zu 
einer aktiven Amylase unter Beseitigung der Maltose und Maltase 
gelangten (in einem besonderen Falle starker Aktivität der Amylase, 
die aber auch mit einer sehr wirksamen Maltase kombiniert war, mußte 
das Wechselspiel von Adsorption und Elution dreimal wiederholt werden). 


Ein zuverlässiger Vergleich der Wirkung unserer Fermente auf 
die verschiedenen Substrate, deren Aziditätsoptimum bei dem der 
Malzamylase von py = 5 lag, waren nur bei dieser Azidität möglich. 
Aus diesem Grunde mußten unsere Fermentlösungen auf die Azidität 
von Dn = 5 umgestellt werden. Bei mehrfacher Adsorption und Elution 
war wiederholter Wechsel der Azidität notwendig. Um diese Um- 
stellung zu erreichen, haben wir uns auf empirischem Wege mit Hilfe 
der Indikatorenmethode eine Tabelle des Mischungsverhältnisses der 
verschiedenen Puffer zusammengestellt, welche noch für andere Zwecke 
nützlich sein kann und die sich am Schlusse des experimentellen Teiles 
vorfindet. 


Tabelle I. Alterungsversuche. 


25 ccm Malzauszug + 10 com Puffer wurden 18 Tage bei 37° belassen, 
nach dem Altern durch Zugabe entsprechender Puffer auf py = 5 ge- 
bracht und auf 50 cem aufgefüllt. Angewandt 15 cem 0,75 proz. Mannan.. 
Cellobiose-, Stárkelósung + 15 ccm gealterten Malzauszugs, bei 37°. 


Titrationen mit Jod nach Willstätter und Schudel 3 mit je 5 cem. 




















I Mannan 

Zeit |: A EE EE ` E A 
in Stunden | Pu = 3 d 4 É 5 i 6 Se d 

eem Proz.) ccm | Proz. vum ; Proz.: ccm Proz. ccm Proz. 
0 | 050 | — oan — 00, 5 055 25. 05 | 25 
24 0,50 '— 050. — ! 085 16" 110 26; 0.75 1l 
48 050 | — 050 — | 125 | 33 125 ' 33; 095 | 20 
72 x 050 | — ¡050 — || 140 39 ' 125 33 09 ` 20 


») apa tung auf Mannose berechnet. 


Ü Im Gegensatz zu den nach Fertigstellung dieser Arbeit zu unserer 
Kenntnis gelangten Feststellungen von H. Lüers und E. Sellner, Wochenschr. 
f. Brauerei. 42, 97, 1925. 

2) R. Willstätter und (7. Schudel, B. 51, 780, 1918. 
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E Cellobiose 
Zeit ' Pu=3 4 | 5 6 | 7 


in Stunden `. `, AAA ISE ne 
| ccm | Proz. | cem | Proz. com Proz. | com . Proz. ccm Proz. 
a 1 u HI Aa wen ir ER ë Biene, a 

D 

















0 160 — 160 | 16 5 | 165; 5 1660 — 
24 160 — | 1,60 | — | 2,20 5 | 2,40 | 73 | 240 73 
48 160 ' — | 160 | — 250 | 82 || 245 | 78 | 240 73 
72 160 ,— ' 160 | — ¡250 ¡ 82 || 250 8 | 250 82 
o Stärke, 
UE ESTE A er er Fe ee === 
in Stunden _ Pus 3 Ee SE = 

, ccm | Proz. cum | Proz. | cun | Proz. eem Proz. cem ‚ Proz. 

o | 050 — omg 7 1095*)| 39 (095%) 39 1,15%) 37 
24 | 980 = og s tE O 3 Pe d 
48 [060 ' 9 | 105 | 48 [130 | 70; 135 | 74 145 © 
72 0:70 ` 17 115 57 | 140 | 78 145 3 145 33 


*) Nach 1 bis 2 Minuten. 


Adsorptionsversuche. 
Tabelle LI. 


Ferment A: 25 com Malzauszug, 12,5 cem Puffer von pg = 8, 1; Stunde 
geschüttelt mit 0,1 g Kaolin, nach der Adsorption ss und 
auf pg = 5 durch Zugabe von 12,5 ccm Puffer von py = 2 umgestellt. 

Ferment B: 25 cem Malzauszug, 12,5 cem Puffer von pg = 5, behandelt 
ebenso wie Ferment A. 12,5 ccm H,O (zugegeben nach der Adsorption). 

Ferment C: 25ccm Malzauszug, 12,5 ccm pg = 3, behandelt: ebenso wie 
Ferment A. Umgestellt mit 12,5 cem py = 7. 

Versuche. 15ccm 0,6proz. Mannan- oder Cellobioselósung, 5 ccm 

Fermentlósung (A oder B oder C), 5cem H,O, bei 37°. Titrationen mit 

je 5 cem. 





Undialysierter Malzauszug ”) 





















































Zeit Mmmm — Cellobioses*9) 
in Stunden ` PH = 3 | 8 3 | 8 
R eem Proz | eem i Proz. cm Proz. cem | Proz 
C dl 3 e 39 — | 39 — 
24 3,0 4 | 37 31,39 — | 44 50 
48 x 3.0 4 | 45 pm 39 | 45 5% 
72 3,0 4 | 5, 0 . 76 3,9 á— ii 5,0 100 
o Dialysierter Melzauszug”) — — 1 
Mannan °’) Cellobiose ***) 
Zeit re A u C Sy. ss 
cem | Proz. | cem Proz. ma Proz. cem | Proz. ee ccm Proz. cem ee 
0 u ton | 0,95 — 0,95 | —.095 
24 0,15 | 6 om 13 06 | 22 0,9 — 135 Ap 135. 46 
48 ‚0,15 ; 6 0, 55,20 09 33 20, 9 — | i 85 95 | 1, 85 95 
72 015| 6 |085 21 17 | 62 |095 — | 185| 95 -185:'9 
*) Titrationen mit je 5ccm nach Willstätter und Schudel. — **) Die Spaltung wurde auf 
Mannose berechnet, — Ss) Die Menge Glucose neben der ungespaltenen Cellobiose wurde durch 


empirische Rechnung festgestellt, ebenso auch bei Tabelle 1. 
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Adsorptionsversuche in Gegenwart von Alkohol. 


Tabelle III. 


l5cem Malzauszug, 10ccm 50proz. Alkohol, ccm Puffer von pg = 5 

oder 7 oder 8, 1, Stunde geschüttelt mit 0,1 g Kaolin, nach der Adsorption 

abzentrifugiert und auf pu = 5 durch Zugabe von cem Puffer von 

Du = 5, 3 oder 2 umgestellt. — 10 ccm 0,3proz. Mannan- oder 0,5proz. 

Cellobiose- oder 0,2 proz. Licheninlósung, 10 ccm des vorbehandelten 
Malzauszuges bei 37°. 


Titration mit je 5 cem nach Bertrand*). 














2 327 40 ‚7,95 98 822/100 ` zus ee 116,36 84 6,36 84 


° Wegen der Gegenwart von Alkohol konnte nicht mit Jod titriert werden — °°) Da bei 
diesem Versuche die Glucosaozonreaktion negativ ausfiel, berechneten wir die Spaltung des 
Mannans auf Mannobiose unter der Voraussetzung, daß Mannobiose halb so stark Fehling sche 
Lösung reduziert als Mannose. — ***) Die Menge Glucose neben der ungespaltenen Cellobiose 
wurde durch empirische Rechnung festgestellt. — H Die Abwesenheit größerer Mengen von 
Glucose im Hydrolysat wurde durch die Nichtbildung des Glucosazons wahrscheinlich gemacht. 


Menden e) E Cellobiose ***) | Ë an +) 
š Pp=5 7 8 | 5 i To EE 7 l 8 
D Proz Co ‚Proz. CE D [Proz Cu Be DE |Proz. ce Proz. ‚Cu Proz. Cu Proz, Cu Proz. 
E en —'18,13| — dei Sa 18,13 NE de — =i! 
34 236 29:254 31 2,54 31 22,90 56 22,90 56 [22,26 50 — : — 5,08. 67 4,13! 54 
a 3.27. 40 6,36, 78 7,95 98° 28,1 62 22,90 5612226 50 — | — '6,36, 84 15.40. 71 


Mannobiose-phenylhydrazon. 
Mikro-Kjeldahl-Bestimmung. ` Oe Ha Ulue Na: Ber.: 6,5 Proz. N. 
0,0105 g Substanz verbrauchten 2,61 eem n/50 H¿SO, entsprechend 
6.8 Proz. N. 


Versuche über Amylase. 


Zur Nachprüfung der Angaben Eulers über die Adsorption der Malz- 
amylase durch Kaolin bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentra- 
tionen bereiteten wir einen Malzauszug, indem wir 170g Darrmalz 
(Byk-Guldenwerke A.-G.) mit 600 com Wasser und einigen Tropfen Toluol 
übergossen und nach zweitätigem Stehenlassen im Eisschrank ab- 
nutschten. 

Die Versuche wurden folgendermaßen angesetzt: 

1. 25cem Malzauszug, 12,5cem Puffer pu = 3, 3,5g Kaolin 
wurden geschüttelt und nach halbstündigem Stehenlassen abgesaugt, 
50 cem Wasser zugesetzt, wiederum mit 7g Kaolin geschüttelt, eine 
1, Stunde stehengelassen, abgesaugt und 12,5 ccm Puffer von py = 7 
zugesetzt, um auf pu = 5 zu kommen. (In der endlich zum Versuch 
verwandten Fermentlösung war somit der vierte Teil Malzauszug 
enthalten.) 

2. 25 ccm Malzauszug, 12,5 com Puffer Du = 8, 3,5 g Kaolin, alles 
wie bei 1., nur mußten, um auf pu = D zu kommen, 12,5 com Puffer 
Du = 2 zugesetzt werden. 
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Außerdem zum Vergleich: 


3. 25 ccm Malzauszug, 50 ccm Wasser, 25 cem Puffer py = 5. Die 
Eigenreduktion wurde bestimmt und im folgenden stets von den 
Resultaten in Abrechnung gebracht. 

Wir pipettierten nun je 20 cem 1 proz. Stärkelösung in drei Stöpsel- 
flaschen und fügten je 2ccm der obigen Fermentflüssigkeiten und je 
8 cem Puffer py = 5 zu. Für die Titrationen wurden stets je 5ccm 
entnommen. Die Zahlen der Tabelle geben die verbrauchten Kubik- 
Zentimeter n/10-Permanganat an. 








Zeit 


in Stunden l 2 | 3 
0 0.27 | 154 | 169 
2 0.17 2.54 2.70 
6 037 | 329 3.49 


Somit ist nur beim Versuch 1 die Adsorption des Fermentes 
erreicht worden. 


Der Malzauszug wurde auf Maltase geprüft. Wir gaben zusammen: 

2 ccm Maltoselösung (2,25 proz.), 1 cem Malzauszug, 2 com Wasser, 
5cem Puffer py = 5. Titrationen mit je 5ccm. Nach Abzug der 
Eigenreduktion von Maltoselösung und Malzauszug ergab sich folgende 
Erhöhung der Reduktionskraft nach 24 Stunden: 





t Zuwachs in ccin Permanganat 


0 0.2 
24 1.1 


Das entspricht nach 24stündiger Einwirkung einer Spaltung von 
24 Proz. 

I. 25cem Malzauszug, 12,5 com Puffer py = 3, 50 cem Wasser, 
7g Kaolin wurden zusammengegeben, zentrifugiert, die Flüssigkeit 
abgegossen, das Adsorbat mit Puffer py = 8 eluiert (25 cem Puffer 
und 25ccm Wasser), nunmehr 25 ccm Puffer py = 2 zugegeben, um 
auf py = 5 umzustellen. Mit der gewonnenen Fermentflüssigkeit 
El A I wurde ein Stärkespaltungsversuch ausgeführt: 

20 cem 1proz. Stärkelösung, A ccm Puffer pu = 5, 5 ccm Ferment- 
lösung. El A I. 


f (Stunden) Reduktion in com Permanganat 
0 | 0,11 
2 0,91 
4 4.36 


6 5,31 
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5 cem der Fermentlósung El A I verbrauchten bei der Reduktions- 
bestimmung 2,53 ccm Permanganat; ein großer Teil der reduzierenden 
Bestandteile des Malzauszuges ist also bei Adsorption mitgeführt 
worden. 


Auch die Maltasewirkung war nur wenig geschwächt. 


II. 25 cem Malzauszug, 50 ccm 50 proz. Alkohol, 25 ccm Puffer p,=3, 
3g Kaolin wurden geschüttelt, nach halbstündigem Stehenlassen 
abfiltriert, das Adsorbat mit 25 ccm Wasser und 25 ccm Puffer py = 8 
eluiert und nach dem Abfiltrieren mit 25 cem Putfer pu = 8 versetzt. 
Die gewonnene Fermentflüssigkeit bezeichnen wir El A II. Wir setzten 
mit dieser Fermentlósung einen Stárkespaltungsversuch an. 


20 cem 1proz. Stärkelösung, 5cem Puffer py = 5, 5 ccm El A II. 





t (Stunden) 


— z - 
| Reduktion in ccm Permanganat 


0 0.33 
MM 2.93 
5 3.78 
7 3,95 
9 4.13 


5 cem der Fermentflüssigkeit El A II verbrauchten bei der Re- 
duktionsbestimmung 0,75 eem Permanganat; die Lösung war schon 
weitgehend von reduzierenden Bestandteilen gereinigt. 


, 


Dagegen ergab die Prüfung auf Maltase nach 1, Stunde eine 
Spaltung der Maltose zu 7 Proz. 

III. 25 eem Malzauszug, 25 cem Puffer py = 3, 200 cem 50 proz. 
Alkohol 3 g Kaolin. Das Adsorbat wurde mit 25 cem Wasser und 25 cem 
Puffer py = 8 eluiert und nach der Filtration mit 25 cem Puffer py = 2 
auf pg = 5 umgestellt. Die gewonnene Fermentflüssigkeit bezeich- 
neten wir mit El A III. 

IV. Alles genau wie III, nur statt 3 g Kaolin 0,5 verwendet. Diese 
Fermentflüssigkeit nannten wir El A IV. 

Mit El A III und El A IV wurden wieder Stärkespaltungsversuche 
angesetzt. 


Je 20 cem 1 proz. Stärkelösung, 5 cem Puffer py = 5, Beem El A III 
bzw. El A IV 











t (Stunden) ELA III EIA IV 
0 | 0.64 | 0,30 
3 | 3,50 Ä 2,95 
6, | 3.44 | 3,75 
I 


8 | 3,79 3,65 


124 H. Pringsheim, A. Genin u. R. Perewosky : 
g a 


5ccm El A III verbrauchen 0,35 cem Permanganat, 5 cem El A IV 
verbrauchen 0,30 ccm Permanganat, was einen weiteren Fortschritt 
in der Reinigung darstellt. Bei der Prüfung auf Maltase gab El A Ill 
nach 42 Stunden 21 proz. und El A IV 8proz. Spaltung, also ein 
bedeutend verminderte Aktivität. 


V. 50 cem Malzauszug, 125 com Wasser, 25ccm Puffer pa =3, 
0,5g Kaolin. 


Das Adsorbat wurde eluiert mit: 150 ccm Wasser, 16,6 cem Puffer 
PH = 8; nach dem Abfiltrieren wurden 33,2 ccm Puffer py = 16 
zugegeben, um auf py = 3 zurückzukommen; es wurde nochmals 
mit 0,5g Kaolin geschüttelt. Das Adsorbat eluierten wir nun mit 
100 ccm Wasser und 25 ccm Puffer pa = 8, nach der Filtration gaben 
wir 25ccm Puffer pa = 2 zu. Die gewonnene Fermentlösung he- 
zeichnen wir mit El A V. 


Stáarkespaltungsversuch mit El A V. 20ccm lproz. Stärkelösung. 
5 cem Puffer pu = 5, 5 cem El A V. 











t \ Reduktion in ccm Permanganat 
d 0.4 * 
24 43 


5 cem El A V verbrauchen 0,1 cem Permanganat. Bei der 
Prüfung auf Maltase stellten wir nach 42 Stunden eine 17pro0z.. 
Spaltung fest. 


VI. 25 cem Malzauszug, 5cem Puffer py = 3, 120 ccm 50 proz. 
Alkohol, 1 g Kaolin. 


Das Adsorbat eluierten wir mit 25 ccm Wasser + 5 cem Puffer 
pa = 8, das Filtrat wurde mit 10 ccm Puffer pg = 1,6, 0,5 g Kaolin 
und 160 cem 50 proz. Alkohol geschüttelt; das Adsorbat wurde nochmals 
eluiert mit 12,5 cem Wasser + 12,5 cem Puffer pg = 8; das Filtrat 
wurde mit 12,5 cem Puffer pu = 2 versetzt. Diese Fermentflüssigkeit 
bezeichneten wir mit El A VI. 


Stärkespaltungsversuch mit El A VI. 








! | Reduktion in ccm Permanganat 
o | 0.85 

4 | 4.2 
42 BR 


5cem der EI A VI verbrauchten 0,15 eem Permanganat. Bei 
der Prüfung auf Maltase ließ sich endgültig nur eine Spaltung von 
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2 Proz. feststellen. Das Ziel der Abtrennung der Amylase von der 
Maltase und den reduzierenden Bestandteilen des Malzauszuges war 
so gut wie vollständig erreicht. 


Umstellung der Pufferlösungen. 





EE Putfer Ch ` Zusatz von. ` 


ei? es nn 
Pp =6**) Ergebnis py 


Angewandter Buffer” = 7**) Ergebnis PH 








PH | cum i: m | PH “cm ccm 

] 1.0 5.0 6,6 l l 5 3,0 
I 1,5 45 6,2 2 l 5 4,3 
l 4,4 1,6 5,8 3 l 5 4,9 
l 4,3 1,7 5,4 4 5 l 4,4 
J © A3 18 ' 43 4 4 2 4,5 
2 ° 20 40 `° 58 4 3 3 4,9 
2 2: 35 — 5⁄0 I 

3 5.0 LO © 40 Rn) 

3 4.0 20 ` 44 2 3 3 5,0 
3 3.0 3,0 4,9 1,6 4 2 3.0 
4 ı 50 1.0 4,5 

4 4,0 20.47 

4 30 30 5.2 

4 35 25 50 


° n/10s0H Cl bzw. Citrat + HCI. 
**) Phosphat. 


Der van * Hoff-Stiftung danken wir für die Unterstützung zu 
dieser Arbeit. 


Chemie und Pharmakologie einer neuen Benzylverbindung 
(Betilon). 


Von 


U. Hintzelmann, G. Joachimoglu und H. Ohle. 
(Aus dem chemischen und pharmakologischen Institut der Universität Berlm.) 
(Eingegangen am 10. August 1925.) 


Mit 5 Abbildungen ım Text. 


I. Chemischer Teil. 


Von 


H. Ohle. 


Die grundlegenden Untersuchungen von Jacob Pall) und David 
I. Macht?) über die pharmakologischen Wirkungen der Benzylver- 
bindungen haben bereits eine ganze Reihe von Benzylpräparaten ge- 
zeitigt, die zur therapeutischen Verwendung vorgeschlagen worden 
sind. Nach Macht ist der Träger der pharmakologischen Wirkung 
aller dieser Benzylderivate der Benzylalkohol, der aus ihnen durch 
Verseifung abgespalten wird. In der Tat konnten Volwiler und Tiret? 
einen gewissen Zusammenhang zwischen der Hydrolysierungs- 
geschwindigkeit der Benzylester in alkalischen Medien und der 
pharmakologischen Wirkung auffinden, der mit dieser Slachtschen 
Auffassung im Einklang steht. 

Der Anwendung des Benzylalkohols und seiner Ester mit organi- 
schen Säuren in der Therapie steht jedoch die geringe Wasserlöslichkeit 
dieser Verbindungen außerordentlich hindernd im Wege. Man hat 
diesen Übelstand zu beseitigen versucht, indem man den Benzyl- 
alkohol zu sauren Estern kombinierte. So sind beispielsweise die Alkali- 
salze der Monobenzylester der Bernsteinsäure und Phthalsäure zu 

1) Pal, Wien. klin. Wochenschr. 1900, Nr. 23; vgl. Heffters Handb. 2, 
2. Hälfte, 999. ; 

2) Journ. of Pharm. and exper. Therap. 11. 419, 1918; vgl. auch Mercks 
Jahresber. 33/34, 4, wo man eine übersichtliche Zusammenstellung der 
Literatur bis 1920 findet. 

3) Voluiler und Fliet, Amer. Soc. 43, 1672; Chem. Centralbl. 1922, J, 
1290. 
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diesem Zwecke dargestellt worden!). Diese Estersáuren sind nur sehr 
schwache Säuren und ihre Salze daher in wässeriger Lösung weit- 
gehend hydrolytisch gespalten. Die Lösungen reagieren folglich stark 
alkalisch, was für die Haltbarkeit dieser Substanzen bei ihrer leichten 
Verseifbarkeit nicht günstig ist. Diese unangenehme Eigenschaft 
weisen die Benzylester von mehrbasischen anorganischen Säuren nicht 
auf. Die Salze der Benzylschwefelsáure, C H, . CH, .OSO,H, und 
der Dibenzylphosphorsäure, (C,H,.CH,.O),PO,H, reagieren in 
wässeriger Lösung neutral oder nahezu neutral. Sie haben aber dafür 
wieder den Nachteil, von Alkalien nur äußerst schwer verseift zu 
werden. Für den Phosphorsäureester ist dieses Verhalten von Larsen 
und Köhler?) bewiesen worden, für den Schwefelsäureester nach meinen 
Erfahrungen an Zuckerschwefelsäureestern mit größter Wahrscheinlich- 
keit anzunehmen. 

Ein wirksamer, d.h. leicht verseifbarer Benzylester muß also den 
Benzylrest an einer Carboxylgruppe gebunden enthalten. Aus der 
Arbeit von Volwiler und Vliet (l. c.) ergibt sich, daß die Benzylester 
der Stearinsäure, Essigsäure, Bernsteinsäure und Fumarsäure dieser 
Reihenfolge gemäß mit steigender Leichtigkeit verseift werden, daß 
also in der aliphatischen Reihe mit steigender Acidität der Säure- 
komponente die Hydrolysierungsgeschwindigkeit zunimmt. ` Es war 
daher zu erwarten, daß auch die Benzylester von Oxysäuren, ins- 
besondere a-Oxysäuren, durch Alkalien sehr leicht gespalten werden. 
Das ist in der Tat der Fall. Ich führe als Beispiel den Benzylester der 
Mandelsäure an. 


2,4050 g Benzylmandelat wurden in 400 ccm 90proz. Alkohol 
gelöst, mit 400 ccm n/20 NaOH versetzt und mit Alkohol auf 1000 ccm 
aufgefüllt. Die Lösung war also in bezug auf Alkali n/50. Die Spal- 
tung wurde bei etwa 25° ausgeführt. Nach bestimmten Intervallen 
wurden 100 cem entnommen, mit 50 ccm n/20H,SO, versetzt und 
mit n/20 NaOH zurücktitriert. Indikator Phenolphthalein. Von der 
durch Verseifung entstandenen Mandelsäure wurden verbraucht: 

nach 15 Minuten 19,86 cem n/20 NaOH 
„ 30 , 2243 ,, n/20NaOH 
„ 45 S 22,72 ,, n’20 NaOH 


Für die vollständige Hydrolyse des Mandelats sind berechnet 
19,86 cem. Der scheinbare Mehrverbrauch an Alkali ist darauf zurück- 
zuführen, daß bei so großen Verdünnungen Phenolphthalein den 
Neutralpunkt nicht richtig anzeigt. Mit Methylorange erzielt man in 

1) Vgl. Amerik. Patente 1485377, 1385378, 1485579; Chem. Central- 
blatt 1925, I, 1631. 

2) Liebigs Ann. 262, 211. 
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diesem Falle die richtigen Endwerte (vgl. weiter unten). Nach einer 
halben Stunde ist also das gesamte Benzylmandelat gespalten. 

Die Benzylester der Oxysäuren erscheinen mithin für thera- 
peutische Zwecke sehr geeignet, doch leiden sie gleichfalls an dem 
Mangel, in Wasser unlóslich zu sein. Fúhrt man sie indessen in ihre 
Schwefelsáurehalbester über, so erhált man Benzylvertindungen, die 
allen Anforderungen gerecht werden. Diese Säuren liefern spielend 
leicht und mit neutraler Reaktion in Wasser lösliche Alkalisalze. die 
sowohl von Säuren als auch von Alkalien mit größter Leichtigkeit 
zerlegt werden. Für die therapeutische Verwendung eignet sich aus 
chemischen Gründen, wie die Untersuchung einer ganzen Reihe von 
Oxysäurebenzylestern ergeben hat, am besten der Schwefelsäurehalb- 
ester des Benzylmandelats, 

C,H,.CH,.0.CO.CH.C,H,, 
0.80,H 
für dessen Na-Salz die kurze Bezeichnung Betilon eingeführt wird. 
Seine Darstellung geschieht nach einem zum Patent angemeldeten 
Verfahren von der Auguste Viktoria-Apotheke, Berlin SW 11. 

Das Betilon kristallisiert aus 95proz. Alkohol auf Zusatz von 
gewöhnlichem Äther in schönen glasklaren Nadeln, die je nach der 
Geschwindigkeit der Abscheidung verschiedene Größe erreichen. E: 
kann auch aus Aceton mit Benzol in Nädelchen ausgefällt werden. 
Es enthält 1 Mol. Kristallwasser, das es schon im gewöhnlichen Vakuum 
über CaCl, allmählich verliert, aber an feuchter Luft begierig wieder 
aufnimmt. Es schmilzt bei 106° und zersetzt sich gegen 200°. 

Analyse. 0,1530 g Substanz verlieren bei 80° im Hochvakuunı über P,0; 
6.8 mg H,O. 

0,1462 g Substanz geben 0,2833 g CO, und 0,0581 g H,O. 








0,2494 y i „ 0,0506 g Na,SO,. 
0, E de » 0,1158g BaSO.. 
l rr | Ns 
PR BI | Proz. Proz. _ So Proz. Proz. 
G e ande E A U Gos as: S 52.84 | 445 6,57 9.26 
Berechnet fúr GC Hp O, SNa (- - 344,1). . 52,29 | 381 . 6,68 93l 
Ber. für 1 Mol. Kristallwasscr 4,97 Proz., gefunden 4,44 Proz. H,0. 


Beim Kochen mit verdünnter Salzsäure zerfällt Betilon in Mandel- 
säure, Benzylalkohol und Schwefelsäure. Von verdünnter Kalilauge 
wird es schon in der Kälte sehr schnell in das Kaliumsalz der Mandel- 
schwefelsáure, C,H,.CH(OSO,K).COOK, und Benzylalkohol ge- 
spalten. Mit n/50 NaOH ist die Verseifung bei Zimmertemperatur 
schon nach 30 Minuten vollständig. Sie verläuft also ebenso rasch 
wie beim Benzylmandelat selbst. Sie wurde unter den gleichen Be- 
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dingungen ausgeführt, nur mit dem geringfügigen Unterschied, daß 
mit rein wässeriger NaOH gearbeitet wurde. 


1,4749 g Substanz auf 1000 ccm, davon Portionen zu 200 cem titriert. 


Nach 15 Minuten 17,21 cem n/20 NaOH 
» 30 2; 17,69 , n/20NaOH gegen Phenolphthalein 
» 45 sz 17,75 „ m/20 Na OH 
» 45 Së 16,26 „ n/20NaOH gegen Methylorange 
Ber.: 16,3 ccm 


Die Benzylmandelatschwefelsáure gibt ein schón kristallisiertes, 
in Wasser schwer lósliches Bariumsalz, ferner sehr schwer lósliche und 
gut kristallisierende Brucin- und Strychninsalze, die sich zum Nachweis 
und zur Identifizierung des Betilons ausgezeichnet eignen. Alle anderen 
Metallsalze sind in Wasser mehr oder weniger leicht lóslich. Nur mit 
basischem Bleiacetat geben die wásserigen Lósungen des Betilons eine 
dicke milchige Trübung, die sich harzig an den Glaswánden absetzt, 
in Alkohol lóslich ist, aber nicht zur Kristallisation gebracht werden 
kann. Das Cinchoninsalz ist auch in Wasser fast unlóslich, kristallisiert 
aber nicht. 


Das Bariumsalz fállt aus der wásserigen Lósung des Betilons auf 
langsamen Zusatz von Bariumchlorid in glitzernden breiten Nádelchen 
aus, die 6 Mol. Kristallwasser enthalten, von denen 5 Mol. schon beim 
Aufbewahren im Vakuumexsikkator bei Zimmertemperatur über 
CaCl, abgegeben werden. Das letzte Molekül läßt sich aber selbst im 
Hochvakuum bei 80° über P,O, nicht austreiben. Es schmilzt bei 90° 
im Kristallwasser und zersetzt sich bei etwa 160°. Es wird von Methyl- 
alkohol, Alkohol und Aceton schon in der Kälte leicht gelöst. 


Analyse. 0,1523g Substanz verlieren 0,0158g H,O = 10,38 Proz. 
Ber.: Gewichtsabnahme für 5 Mol. H,O 9,88 Proz., für 6 Mol. 12,16 Proz. 
0,1365 g Substanz geben 0,2270 g CO, und 0.0522 g H,O. 








0,2124 g ge vn  0,0615g BaSO,. 
0,1979 g y „ 0,0589 g BaSO,. 

o u | ce j| H | Ba Í| SS 
tee Proz. | Proz | Proz. ` | ‚Proz. 
Gefunden ............ 4535 | 428 104 817 
Berechnet für Ba-Salz ..... 46,17 | 336 ' 17,50 | 8,22 

. Ba-Salz + 1H,0 . | 45,12 3,54 | 17,22 8.04 
„ Ba-Salz +2H,O . 44,13 371 | 16,84 7,86 


Das Brucinsalz fällt aus der wässerigen Lösung des Betilons mit 
Brueinchlorhydrat als Sirup aus, der beim Anreiben mit Alkohol 
sofort erstarrt. Aus Alkohol kristallisiert es in feinen Nädelchen, die 
kein Kristallwasser enthalten und unscharf bei 212% unter Zersetzung 
und vorhergehendem Sintern schmelzen. 

Biochemische Zeitschrift Band 164. d 
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Analyse. 0,2058 g Substanz geben 0,0652 g Ba SO,, gefunden 4,35 Proz., 
berechnet 4,49 Proz. 5. 

Auch das Strychninsalz fällt beim Versetzen einer wässerigen 
Lösung von Betilon mit Strychninchlorhydrat ölig aus, erstarrt aber 
beim Anreiben mit Alkohol sofort. In heißem Alkohol ist es leichter 
löslich als das Brucinsalz und kristallisiert daraus in Drusen glänzender 
Stäbchen, die bei 210% zu sintern beginnen und bei 212 bis 214% unter 
Zersetzung schmelzen. Es enthält gleichfalls kein Kristallwasser. 


H. Pharmakologischer Teil. 


Von 


U. Hintzelmann und G. Joachimoglu. 


Dic im chemischen Teile mitgeteilte Konstitution des Betilons 
veranlaßte uns, zunächst seine Wirkung auf die glatte Muskulatur zu 
prüfen. 

Bei der leichten Löslichkeit der Substanz in Wasser (es lassen sich 
auch 10proz. Lösungen herstellen) machte die Bereitung der für die 
Versuche erforderlichen Lósungen keine Schwierigkeiten. 


Wirkung auf den Meerschweinchenuterus. 


Wir haben zunächst eine Versuchsreihe angestellt, in der wir die 
Wirkung des Benzylesters auf den isolierten Meerschweinchenuterus 
prüften. Für die Untersuchung verwandten wir Meerschweinchen von 
etwa 150 bis 250 g Körpergewicht. Wir benutzten die gewöhnliche 
Tyrodelósung von der Zusammensetzung: NaCl 8,0, KCI 0,2, MgCl 
0,1, Na H, PO, 0,05, Na HCO, 0,5; Traubenzucker 1,0; Ca CL 0,1; Aqua 
dest. 1000.0. py 7,2. 

Für einige Versuche haben wir eine etwas kalkreichere Tyrode- 
lösung verwendet). Wir glauben nicht, daß der Unterschied in der 
Zusammensetzung der Nährlösung irgend einen Einfluß auf die 
Resultate unserer Versuche ausgeübt hat. Der Inhalt des Gefäßes, in 
dem wir das Uterushorn suspendierten, betrug 40 ccm. Die Temperatur 
des Wasserbades wurde mittels des früher beschriebenen Thermo- 
regulators®) konstant gehalten. 

Die angewandten Konzentrationen betrugen 1:400 bis 1: 2000. 
Wir haben bis zu einer Konzentration von 1: 1500 eine deutliche Ab- 
nahme des Tonus feststellen können. Bei der Konzentration 1: 2000 
war eine Wirkung nicht mehr nachweisbar. Eigentümlich ist, daß out 


) Val. P. Trendelenburg, Klin. Wochenschr., Jahrg. 4, 1925, S. 10. 
) G. Jouchimoylu, diese Zeitschr. 103, 49, 1920. 
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der Tonusabnahme das Uterushorn, welches vor der Giftapplikation 
keine Kontraktionen zeigte, nunmehr deutliche Kontraktionen aus- 
führte (vgl. Abb. 1). 


Gees 


Benzy11:400 


Meerschwein-Uterus 





Abb. 1. Untere Kurve Fortsetzung der oberen. 


Wirkung auf den isolierten Darm. 

a) Versuchsanordnung nach Magnus. Für die Versuche wurde 
Kaninchendünndarm verwendet. Wir benutzten die gewöhnliche 
T'yrodelösung, deren Zusammensetzung oben bei den Uterus- 
versuchen angegeben ist. Bei einer Konzentration von 1:400 haben 
wir eine deutliche Abnahme des Tonus beobachtet. Es folgten beim 
geringeren Tonus Kontraktionen. Bei einer Verdünnung 1: 800 war 
nur eine Tonusabnahme deutlich. Die Höhe der Kontraktionen war 
gering (vgl. Abb. 2 und 3). 
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b) Versuchsanordnung nach Trendelenburg. Beziiglich der Technik 
verweisen wir auf die Abhandlung von P. Trendelenburg*). Wie aus 
folgender Tabelle hervorgeht, war noch bei einer Konzentration von 
1: 30000 eine Wirkung nachweisbar, d.h. durch eine Erhöhung des 
hydrostatischen Druckes war eine Auslösung von peristaltischen Be- 
wegungen nicht mehr möglich. 





Tabelle I. 
e ? | 
„Dre e | er Menge Verdünnung Resultat 

= š c — _— 
15/25 | 2 (1:10) 1 : 500 | keine Peristaltik 
22/25 l (1:10) 1 : 1000 š é 
22/25 05 (1:10) 1 : 2000 ë i 
28/34 0,25 (1: 10) 1 : 4000 : : 
20/23 0,5 (1:50) 1 : 10000 Š M 
19/24 0,3 (1:50) ] : 30000 Peristaltik angedeutet 
20/23 | 0,1 (1:50) 1: 50000. š deutlich 


Wirkung auf die glatte Muskulatur des Blutegels. 
Die Präparation wurde nach der von Fühner?) beschriebenen 
Methode vorgenommen. Zur Registrierung verwendeten wir ein langsam 
laufendes Kymographion. Wie Abb. 4 zeigt, tritt eine Abnahme des 


1 
Benzyl 41:400 


Blulegel 





Abb. 4. Die untere Kurve stammt von einem Muskelstück des gleichen Tieres. 


Tonus bei einer Konzentration 1: 400 auf (obere Kurve). Gleichzeitig 
haben wir als Kontrolle ein Stück desselben Tieres in froschisotonischer 
Ringerlösung aufgespannt (vgl. Abb. 4 untere Kurve). Man sieht, daß 
eine Änderung des Tonus auch nach mehreren Stunden nicht eintritt. 


Blutdruckversuche. 

Zu den Versuchen haben wir Kaninchen verwendet und den Blut- 
druck in der üblichen Weise registriert. Abb. 5 zeigt die Beeinflussung 
des Blutdruckes nach intravenöser Injektion von 0,2 bis 1,5 ccm einet 
wässerigen 10proz. Lösung. Das Körpergewicht der Tiere betrug etwa 
2,4 kg. 

1) Arch. í. exper. Pathol. u. Pharm. 81, 55, 1917. 

2) Abderhalden, Arbeitsmethoden, Abtl. 4, Teil 7, S. 463. 
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Die Versuche zeigen, daß diese Benzylverbindung pharmakologisch 
ebenso zu bewerten ist, wie die von Macht beschriebenen Benzylester, 
und man berechtigt ist, sie therapeutisch wie andere Benzylverbindungen 
bzw. das Papaverin zu verwenden. Voraussetzung ist dabei, daß 
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Abb. 5. Zeit = 5 Sekunden. 


andere Wirkungen, die eine therapeutische Anwendung verbieten, 
nicht vorhanden sind. Um uns darüber zu unterrichten, haben 
wir eine Reihe von Versuchen angestellt, in denen wir die in 
Wasser gelöste Substanz Kaninchen subkutan injizierten. Die Ver- 
suche sind in folgender Tabelle zusammengestellt: 














Tabelle II. 
Nr. Votre Insgesamt FS 
kg g | 
a _ CS = 
] 2,15 lg in 7cem 0,465 keine Symptome 
2 2,0 2g „10 „ 1,0 Š E 
3 2.25 dg ZS me" 1,78 | š a 
4 2,13 Deg 220 , 2,81 PA 
r 35 tembeschleunigung. 
Š 2,25 8g > 20 , 290 Exitus in der Nacht 
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Demnach betrágt die Dosis letalis des Benzylesters 3,56 g pro Kilo- 
gramm. Bei intravenöser Injektion ist die Dosis letalis viel geringer. 
0,5 g Substanz in 10 cem Wasser gelöst, tötet ein Kaninchen mit einem 
Körpergewicht von 2,4kg innerhalb 1 Minute. Bei Injektion von 
größeren Dosen tritt der Tod unmittelbar nach der Injektion ein. Die 
Ursache des Todes ist wohl hier auf die starke Blutdrucksenkung 
zurückzuführen. 

Schließlich haben wir noch einen Versuch an einem normalen 
Menschen ausgeführt. Wir verabreichten ihm 0,2g der Substanz in 
30 ccm Wasser gelöst. Die Lösung schmeckt stark bitter. Der bittere 
Geschmack hält noch nach Ausspülen des Mundes mit Wasser etwa 
2 Minuten an. Irgendwelche Symptome traten bei der Versuchsperson 
nicht auf. 


Über den Gehalt der wichtigsten Proteinarten 
der Lebensmittel an Tryptophan 
und ein neues Verfahren der Tryptophanbestimmung. 


Von 


J. Tillmans und A. Alt. 


(Mitteilung aus dem Universitätsinstitut für Nahrungsmittelchemie in 
Frankfurt a.M.) 


(Eingegangen am 10. August 1925). 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Nachdem durch die klassischen Arbeiten Emil Fischers der Aufbau des 
Eiweißmoleküls uns einigermaßen näher gebracht wurde, sind im Laufe 
der letzten Jahrzehnte eine Reihe von Veröffentlichungen erschienen, 
in denen die einzelnen Bausteine bzw. Aminosäuren hinsichtlich 
Ihrer chemischen und physikalischen Eigenschaften eingehend studiert 
wurden. Gleichzeitig suchte man vom physiologischen Standpunkte 
aus zu ergründen, welche Bedeutung den Aminosäuren in bezug auf die 
Ernährung und den Aufbau des menschlichen Organismus zukommt. 
Osborne und Mendel haben in dieser Hinsicht eingehende Untersuchungen 
über das Tryptophan, jenen bekannten heterozyklischen Eiweißkomplex, 
Indolalanin, ausgeführt und sind dabei zu dem Resultat gekommen, 
daß dem Tryptophan, besonders bei Wachstumsvorgängen, eine hohe 
Bedeutung zufällt. 

Auf Grund dieser Arbeiten ist eine Reihe von Versuchen an- 
gestellt worden, den Tryptophangehalt tierischer wie pflanzlicher 
Proteine quantitativ zu bestimmen. Eine Isolierung und quantitative 
Bestimmung des Tryptophans durch Säurehydrolyse, was wohl das 
Naheliegende wäre, ist nicht durchführbar, da das Tryptophan bei voll- 
ständiger Hydrolyse restlos unter ‚Melanoidinbildung‘ zugrunde geht. 
Mit Rücksicht auf diese Eigenschaft des Tryptophans wurde von ver- 
schiedener Seite versucht, bestimmte Farbenreaktionen der Eiweiß- 
körper, die spezifisch an den Tryptophankomplex geknüpft sind, für 
kolorimetrische Bestimmungsmethoden in Anwendung zu bringen. 
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I. Kritische Betrachtungen über die bisherigen Versuche 
zur Tryptophanbestimmung in Proteinen. 


Otto Fürth und Edmund Nobel!) haben das Verdienst, als erste diese 
sämtlichen Methoden einer eingehenden Prüfung unterzogen und auf ihre 
Brauchbarkeit näher studiert zu haben. Is hat keinen Wert, auf alle diese 
Methoden, die zum Teil recht umständlich auszuführen sind, so von Levene 
und Rouiller?), Fasal?), Herzfeld*), Sanders und May°), Annie Homer‘) 
nochmals náher einzugehen, da sie durch neuere Untersuchungen fast alle 
überholt sind. Vergleicht man auch die mit Hilfe derselben erzielten 
Resultate, so muß man zu dem Schluß kommen, daß vielleicht mit Aus- 
nahme der Methode von Sanders und May, keinen Anspruch auf quantitative 
Genauigkeit erheben darf. So findet z.B. Fasal für Casein 0,65 Proz.. 
Herzfeld 0,51 Proz., Homer schwankende Werte von 0,99 bis 1,24 Proz.. 
während Hopkins und Cole aus Hammarstenschem Casein bereits 1,5 Proz. 
Tryptophan isoliert haben. Nur Sanders und May finden 1,6 Proz., was 
dem tatsächlichen Werte auch entspricht. Doch ist ihre Methode sehr 
umständlich. Sie verfahren folgendermaßen: Die Eiweißsubstanz wird 
zuerst einer tryptischen Verdauung, dann der Fäulnis unterworfen, wobei 
das abgespaltene Tryptophan in Indol übergeht. Dieses wird mit einem 
Dampfstrom úberdestilliert und schließlich mit Hilfe der Nitrosoindol- 
reaktion kolorimetrisch bestimmt. 


Kolorimetrische Untersuchungen über Tryptophan von Fürth und Nobel. 


Alle diese erwähnten Versuche beruhten in der Hauptsache auf 
Farbenreaktionen, die spezifisch an das Tryptophan bzw. seine Abbau- 
produkte gebunden sind. 


Auf diesem Wege arbeiteten auch Fürth und Nobel weiter, und sie 
glaubten, in der bekannten Eiweißreaktion von Voisenet?) eine geeignete 
Grundlage gefunden zu haben, die ein Verfahren zur kolorimetrischen 
Bestimmung des Tryptophans gewährleistet. Sie schreiben über dies 
Reaktion und ihre kolorimetrische Auswertung folgendermaßen: „Die von 
Voisenet angegebene Eiweißreaktion, die schöne Violettfärbung, welche 
eintritt, wenn man eine Eiweißsubstanz in wässeriger Lösung oder Suspen- 
sion mit schwach nitrithaltiger, konzentrierter Salzsäure in Gegenwart 
einer Spur von Formaldehyd versetzt, ist an die Tryptophangruppe des 
Eiweißmoleküls in streng spezifischer Weise geknüpft. Der Ablauf dieser 
Reaktion erwies sich bei genauer Einhaltung gewisser Versuchsbedingungen 
(sorgfältige Berücksichtigung der relativen Mengen von Tryptophan. 
salpetriger Säure, Formaldehyd, Salzsäure und Wasser) als ein derartig 
regelmäßiger, daß ein Verfahren zur kolorimetrischen Bestimmung des 
Tryptophans auf diesem Prinzip basiert werden konnte. Durch den Vergleich 


1) Diese Zeitschr. 109, 103 bis 123, 1920. 

2) Journ. of biol. Chem. 2, 43, 1906. 

) Diese Zeitschr. 44, 392, 1912; 55, 88, 1913. 
) Ebendaselbst 56. 256, 1913. 

) Biochem. Bull. 2, 273, 1913. 
) 
) 


(Ai 


3 
4 
6) Journ. of biol. Chem. 22, 369, 1915. 


7) Bull. Soe. Chim. Paris 33, 1905; Chem. Centralbl. 1906, I. 90. 
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mit der Farbenreaktion einer 0,l proz. Standardlósung von reinem Tryp- 
tophan kann der Gehalt einer Flüssigkeit an Tryptophan mit Hilfe des 
Dubosgkolorimeters ermittelt werden, und zwar ebensowohl der Gehalt an 
treiem als auch an gebundenem Tryptophan, ohne daß eine vorausgehende 
Abspaltung desselben aus dem Verband des Eiweißmoleküls erforderlich 
wäre.“ Fürth und Nobel und späterhin Fürth und Fritz Lieben!) haben die 
angegebene Methode in zahlreichen Versuchen experimentell zu begründen 
versucht und eine große Anzahl verschiedener Proteine auf ihren Gehalt 
an Tryptophan untersucht. : Vergleicht man nun die gefundenen Werte, so 
fallen sofort die großen Schwankungen auf; Fürth und Nobel finden für 
das Casein der Kuhmilch Werte von 1,64 bis 2,25 Proz., für Eieralbumin 
Werte von 1,8 bis 2,6 Proz. Doch über diese Dinge wird noch ausführlicher 
zu sprechen sein. 

Auf Grund der von Fürth und seinen Mitarbeitern ausgearbeiteten 
Methode wurde versucht, die quantitative Bestimmung des Tryptophans 
ın Proteinen verschiedener Nahrungsmittel durchzuführen. Jedoch bereits 
bei der ersten Bestimmung taten sich derartige Schwierigkeiten auf, daß 
kein positives Resultat erzielt wurde. Die Autoren waren sich dieser Mängel 
ihrer Methode ebenfalls wohl bewußt. Bereits in ihrer ersten Arbeit weisen 
sie darauf hin und geben auch Vorschläge, um diese störenden Einflüsse 
auszuschalten. 

Die Methode Fürth und Nobel leidet unter dem Fehler, daß eigent- 
lich eine Farbengleichheit zwischen reiner Tryptophanlösung einerseits 
und Eiweißlösung andererseits nicht besteht. Reine Tryptophanlösung 
ergibt eine sehr schöne blauviolette Färbung, während der Farbenton 
der Proteinlösungen sämtliche Variationen von Rotviolett bis zum aus- 
us-sprochenen Rot durchläuft. Daß unter diesen Umständen ein exakter 
Vergleich ausgeschlossen ist, liegt auf der Hand. Um diesem Übelstand 
abzuhelfen, empfehlen die Autoren die Anwendung eines Blauglasfilters. 
Doch muß man diesen Vorschlag als einen zu willkürlichen Eingriff, Un- 
gleiches mit Gewalt gleich zu machen, von vornherein ablehnen. Schon 
die theoretische Betrachtung sagt, daß man auf diese Weise zu ganz falschen 
Resultaten kommen muß. Das Blauglasfilter dient dazu, die für den Ver- 
gleich störenden roten Strahlen auszulöschen. Aber dadurch erreicht man 
gleichzeitig, daß die so betrachtete Lösung dem Auge lichtschwächer wird 
und infolgedessen eine intensivere Färbung vortäuscht, wie dies auch 
folgender Versuch genau illustriert: 


Je Leem einer alkoholischen Lösung von Kongorot wurde mit der 
gleichen Menge Wasser versetzt und die eine Lösung entsprechend der 
reinen Tryptophanlösung mit Säure auf blauviolett, die andere auf rot- 
violett titriert. Beide Lösungen enthalten also doch genau dieselbe Menge 
Farbstoff, müßten infolgedessen, durch Blauglas betrachtet, völlig identisch 
sein. Dem ist aber nicht so. Die rotviolette Lösung erscheint je nach 
dem Vorherrschen des Rot intensiver, mitunter um 100 Proz. und mehr. 
Die rote Kongolösung erscheint durch Blauglas betrachtet direkt schwarz. 
Da nun bei den Eiweißlösungen stets der rote Ton vorherrscht gegen- 
über der Standardlósung von reinem Tryptophan, so muß eben ein 
Wert gefunden werden, der den tatsächlichen Gehalt mitunter weit 
übertrifft. Auf diese Weise erklären sich auch die hohen Werte von 
Fürth-Nobel. 


1) Diese Zeitschr. 109, 1920; 122, 1921. 
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In diesem Zusammenhang muß noch hinzugefügt werden, daß man 
unter den Blauglasfiltern selbst recht erhebliche Unterschiede in ihrer 
Lichtdurchlässigkeit findet, was natürlich auch noch dazu angetan ist, die 
Fehlerquelle zu vergrößern. ` 

Neben dieser Ungleichmäßigkeit im Farbenton und der theoretisch 
unrichtigen Anwendung des Blauglasfilters ist an der Methode Fürth noch 
folgendes zu bemängeln: In erster Linie kommt da die übergroße Emp- 
findlichkeit der Reaktion Voisenct in Frage, die Abhängigkeit des Farben- 
tons von allen möglichen äußeren Faktoren, wie Konzentration der Salz- 
säure, Nitrit- und Wasserzusatz. Infolredessen fehlt auch jeder Anhalts- 
punkt, wann und wo das Maximum der Reaktion erreicht ist. Diesen 
Schwierigkeiten haben nun Fürth und Dische!) abgeholfen, indem sie statt 
der Standardlösung von reinem Tryptophan eine solche von Casein in 
NaOH empfahlen, dessen genauer (iehalt an Tryptophan auf anderen 
Wegen mit ziemlicher Sicherheit festgestellt wurde. Reaktionen der Eiweiß- 
lösungen sind nämlich nicht in diesem Maße den störenden Einflüssen 
unterworfen und behalten den Farbenton mitunter tagelang in unver- 
änderter Stärke bei, wohingegen die reine Tryptophanlösung sich eigentlich 
nur für Sekunden auf gleicher Höhe hält. 

Die Anwendung einer Caseinlösung in NaOH als Standard zur kolori- 
metrischen Bestimmung führt nach unserer Meinung nicht zum Ziele. 
Einerseits ist Tryptophan nicht ganz unempfindlich gegen Alkalieinwirkung, 
andererseits besteht unter den Fiweißkörpern selbst: keine gute Über- 
einstimmung im Farbenton. Die Reaktion wurde gleichzeitig mit Lösungen 
von Albumin, Gliadin, Casein, Pepton angestellt, und es wurden dabei kaum 
einigermaßen identische Töne erzielt. 

Auf Grund dieser Beobachtungen kommen wir vorläufig zu dem Er- 
gebnis, daß die Methode Fürth-Nobel uns kein zuverlässiges Mittel an die 
Hand gibt, um den Tryptophangehalt eines Proteins in einwandfreier 
Weise zu ermitteln. Dieselbe ermöglicht zwar eine gewisse Orientierung 
und in einzelnen Fällen auch eindeutige Werte. Für die Mehrzahl der 
Proteine jedoch stehen die gefundenen Resultate in gar keinem Verhältnis 
zu dem tatsächlichen Gehalt an Tryptophan. So exakt die Reaktion 
Voisenet und ihre kolorimetrische Auswertung auch ausgearbeitet sein 
mag, sie bildet nach unseren Erfahrungen keine Grundlage, auf der sich 
eine Methode zur quantitativen Bestimmung des Tryptophans aufbauen läßt. 

Bevor wir zur eigenen Reaktion und ihrer kolorimetrischen Auswertung 
übergehen, dürfte es unerläßlich sein, die neueste Arbeit von Fürth und 
Dische!), „Kritisches und lEöxperimentelles über die Tryptophanbestimmung 
in Proteinen‘ sowie die Bestimmungsmethoden von May und Rose?) und 
O. Folin und Looney*) einer Betrachtung zu unterziehen. In richtiger Er- 
kenntnis der Mängel, welche der Reaktion Voisenet anhaften, haben Fürth 
und Dische gründliche Studien aufgenommen, um die Widersprüche der 
einzelnen Methoden bezüglich der erzielten Resultate aufzuklären. Sie 
gingen derart vor, daß sie cine Reihe von Proteinsubstanzen unter den 
verschiedensten Bedingungen dureh Einwirkung verdauender Fermente, 
von Natron- oder Barytlauge ın der Wärme und Kälte sowie durch Lösen 
in starker Salzsäure behandelten und den Tryptophangehalt dann mit 





1) Diese Zeitschr. 146 u. 147, 1924. 
2) Journ. of biol. Chem. 54, 313, 1923. 
3) Ebendaselbst 51, 421, 1922. 
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Hilfe der Vorsenetschen Reaktion oder aber mit Hilfe der Reaktion von 
Folin-Looney feststellten. Überblickt man nun die einzelnen Versuchs- 
resultate, so sind wir von eindeutigen Werten noch weit entfernt. Die 
eroßen Schwankungen bleiben bestehen. Vermutlich wird bei diesen Unter- 
suchungen die Ungleichheit der Farbentöne auch gestört, andererseits 
müssen wir in diesem Zusammenhang darauf aufmerksam machen, daß 
das Tryptophan gegen Alkalieinwirkung nicht unempfindlich ist. Diese 
Tatsache fanden wir besonders bei der Untersuchung von Casein bestätigt 
und soll später ausführlich dargelegt werden. 

Die Methoden von May und Rose und Folin und Looney, nach denen 
in der Literatur eine Reihe von Untersuchungen vorliegen!), sind zwar 
umständlich und besonders zeitraubend, liefern aber zum Teil ganz zu- 
verlassige Werte. May und Rose benutzten zu ihrer Bestimmung die Blau- 
tárbung, die Ehrlichs Reagens (p-Dimethylamidobenzaldehyd) mit trypto- 
phanhaltigem Eiweiß ergibt. Das Protein wurde unter Zusatz dieses 
Reagens mit 100 eem 50proz. H,SO, bei 35° 24 Stunden hydrolysiert und 
nach 40 Stunden mit einer in gleicher Weise behandelten Caseinlösung 
kolorimetrisch auf seinen Gehalt an Tryptophan untersucht. 


Folin und Looney fanden, daß Phosphormolybdänsäure unter be- 
stimmten Bedingungen sowohl mit Tyrosin als auch mit Tryptophan jene 
charakteristische Blaufärbung ergibt. Und darauf basierten sie ihre Methode. 
Sie unterwarfen zunächst den HFiweiBkórper einer 48stündigen Baryt- 
hydrolyse. Mit H,SO, wurde «das Baryt entfernt und das Tryptophan 
durch Fällung mit dem Reagens von Hopkins Cole (Merkurisulfatlösung) 
von Tyrosin getrennt. Der Tryptophanniederschlag wurde alsdann in 
Natriumcyanidlósung wieder gelöst, mit Phosphormolybdänsäure versetzt 

e: nnd gegen eine Standardlösung von reinem Tryptophan kolorimetrisch 
westimmt. 


IL Kolorimetrische Untersuchungen über das Tryptophan auf Grund einer 
neuen Reaktion mit Formol und Schwefelsäure. 


Mit Bezug auf die Reaktion Voisenet sind nach ihrer Veröffent- 
lichung im Jahre 1905 mehrfach Beiträge erschienen, in denen ver- 
schiedene Methoden angegeben wurden, wie die Reaktion am zu- 
verlässigsten anzustellen sei. Unter anderem wurde angeregt, statt 
der immerhin unangenehmen konzentrierten Salzsäure Schwefelsäure 
zu verwenden. In der Hoffnung, mit Hilfe der Schwefelsäure die Reak- 
tion mit reinem Tryptophan vielleicht zeitlich dauerhafter oder im 
Farbenton mehr gleichartig gegenüber den Eiweißlösungen zu gestalten, 
wurden in dieser Hinsicht mehrere Versuche unternommen; jedoch der 
Erfolg blieb der gleiche wie bei der Anwendung von Salzsäure. 

Bei diesen Versuchen, die Reaktion Voisenet mit Schwefelsäure 
auszuführen, wurde nun eine ganz neue Eiweißreaktion entdeckt, die 
sich späterhin als sehr charakteristisch und spezifisch für Tryptophan 
sowie tryptophanhaltiges Eiweiß erwies. 


1) D. Bruse Joues, C. E. F. Gersdorff und O. Moeller, Journ. of biol. 
Chem. 62, 183 bis 195, 1924. 
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Versetzt man námlich reine Tryptophanlósung oder eine solche 
von tryptophanhaltigera EiweiB mit einer Spur Formaldehyd und einem 
großen Überschuß Schwefelsäure von 66 Proz., so tritt allmählich eine 
deutliche weingelbe Färbung auf. Daß diese Reaktion, obschon sie 
doch auch mit Salzsäure und Schwefelsäure anderer Konzentration 
auftritt, nicht die verdiente Aufmerksamkeit bereits gefunden hat, 
lag wohl daran, daß die Reaktion nur mit einer Schwefelsäure von 
66 Proz. Gewicht gleichmäßig und konstant in Erscheinung tritt. Im 
Gegensatz zur Reaktion mit Salzsäure nach Votsenet, die nach einiger 
Zeit sich grün verfärbt und dunkelfarbige Ausscheidungen ergibt, hält 
sich diese Reaktion ohne jegliche Trübung bei reinem Tryptophan 
einige Stunden, bei Eiweißlösungen tagelang, um dann allmählich in 
eine grünlichgelbe Tönung umzuschlagen, ohne jedoch irgendwelchen 
Niederschlag zu erzeugen. Wir setzten nun neben reinem Tryptophan 
eine Serie verschiedener Eiweißlösungen an und fanden weitgehende 
Übereinstimmung im Farbenton. 


Auf Grund dieser Beobachtungen hin erfolgte nun eine metho- 
dische Untersuchung der Reaktion hinsichtlich ihrer Spezifität, 
Empfindlichkeit, zeitlichem Verlauf und Einwirkung von Form- 
aldehyd und Säure. 


Spezifität der Reaktion auf Tryptophan. 


Af: 


Keiner der bisher bekannten Bausteine des Eiweißmoleküls gibt 
nur eine Andeutung jener charakteristischen Gelbfärbung. Ebenso 
reagierten Gelatine, Seidenfibroin und das Zein des Maises, denen ja 
bekanntlich der Tryptophankomplex fehlt, völlig negativ. Den Lösungen 
dieser Eiweißkörper wurde reines Tryptophan zugesetzt und stets 
quantitativ wiedergefunden. Es ist weiter durch mannigfache Ver- 
suche festgestellt worden, daß Tryptophan bei Säurehydrolyse in den 
meisten Fällen vollständig abgebaut wird. Es wurden zu diesem Zwecke 
Albumin, Casein und Gliadin mit 1 proz. Schwefelsäure, im Autoklaven 
einer dreistündigen Hydrolyse bei einer Temperatur von 180° und 
4 Atmosphären Druck unterworfen. Die klaren, jedoch tief braun 
‚gefärbten Lösungen wurden mit Kohle entfärbt und die Reaktion 
in üblicher Weise angestellt. Es trat nicht die geringste Veränderung 
ein; das Tryptophan war bereits vollständig zerstört. 


In diesem Zusammenhange möchten wir noch auf eine interessante 
Beobachtung aufmerksam machen. Gleichzeitig mit den Proteinen 
wurde auch reines Tryptophan unter den gleichen Bedingungen hydro- 
lysiert. Jedoch der kolorimetrische Titer blieb völlig unversehrt. Dem- 
nach wird also das Tryptophan innerhalb des Eiweißmoleküls an anderer 
Seite aufgespalten. 
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Empfindlichkeit der Reaktion. 


Für unsere Bestimmungen hielten wir eine 0,1 proz. Lösung vor- 
rätig, davon ergab 0,1 cem noch eine deutliche Gelbfärbung. Es läßt 
sich also mit Sicherheit 0,1 mg nachweisen. 


Zeitlicher Verlauf der Reaktion. 

Wird die Reaktion in der oben beschriebenen Weise ausgeführt, so 
tritt das Maximum der Farbentönung bei reiner Tryptophanlösung nach 
5 Minuten, bei Eiweißlösungen nach 10 Minuten ein und bleibt eine 
geraume Zeit auf dieser Höhe. 


Der Einfluß des Formolzusatzes. 


Im Gegensatz zu der Reaktion Voisenet liegt der Formolzuzutz 
nicht in so engen Grenzen. Die Formollösung kann ruhig von 1 bis 
10 Proz. variieren, ohne daß ein nachteiliger Einfluß festgestellt wird. 
Jedoch bei einer Konzentration von über 10 Proz. tritt eine gelbe Miß- 
farbe auf und gleichzeitig eine Abschwächung des Farbentones. Für 
die kolorimetrischen Bestimmungen wurde eine 2 proz. Formollösung 
vorrätig gehalten, wovon ein Tropfen dem optimalen Zusatz zur Re- 
aktion entsprach. 


Konzentration der Schwefelsäure. 


Auch die angewandte Schwefelsäure ist hinsichtlich ihrer Konzen- 
tration nicht an allzu enge Grenzen gebunden. Innerhalb 60 Proz. 
darf sieschwanken. Eine Säure von 62, 64, 66 und 68 Gewichtsprozenten 
zeigte keinen Unterschied bezüglich des Farbenmaximums. Es hat 
dies den großen Vorteil, daß es bei kolorimetrischen Untersuchungen, 
bei denen die Lösungen im Hehnerzylinder auf 100 ccm aufgefüllt 
werden, gleichgültig ist, ob man nur 0,5ccm oder auch 10ccm anwendet. 
Diese relative Unabhängigkeit von der Konzentration ermöglicht es 
daher leicht, Bestimmungen auch in sehr verdünnten Eiweißlösungen 
vorzunehmen, da man ja unbeschadet der Reaktion bis zu 10 ccm 
Lösung in Anwendung bringen darf. Bei 10 ccm Flüssigkeit liegt aller- 
dings die Grenze, ein Mehr hat ein unvollständiges Eintreten der Re- 
aktion im Gefolge. Unter 60 Proz. darf die Konzentration nicht sein, 
weil dann in vielen Fällen keine Lösung des Eiweißkörpers erfolgt, 
andererseits nicht über 70 Proz., weil dann Verkohlungen der organischen 
Substanz in Erscheinung treten. Für die kolorimetrische Auswertung 
der Reaktion liegt das Optimum der Schwefelsäurekonzentration bei 
66 bis 67 Gewichtsprozenten. Bei dieser Gelegenheit ist darauf auf- 
merksam zu machen, daß zu dem Zweck der kolorimetrischen Be- 
stimmung nur reinste Schwefelsäure in Frage kommen darf, die in 
entsprechender Weise mit doppelt destilliertem Wasser zu verdünnen 
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ist. Bei den ersten Versuchen stieBen wir auf eine Unannehmlichkeit. 
die für den Vergleich etwas störte. Die reine Tryptophanlósung zeigte 
einen mehr grünlichgelben als weingelben Ton. Zwar läßt sich auch 
unter diesen Verhältnissen noch ein Vergleich durchführen, jedoch 
ist dieser Zustand nicht ideal. Erst als uns die Farbwerke Höchst in 
liebenwürdiger Weise ihre reinste Schwefelsäure zur Verfügung stellten, 
war diesem Mißstande sofort abgeholfen. Jene grünlichgelbe Verfärbung 
beruhte auf einer gelinden Oxydation, hervorgerufen durch irgend- 
welche oxydierenden Verunreinigungen, wie ralpetrige Säure, die in 
der nach dem Bleikammerverfahren hergestellten Schwefelsäure stets 
in Spuren vorhanden ist. Da nun das Tryptophan mit Formol und 
Schwefelsäure versetzt — darauf beruht ja das Prinzip der Reaktion 
Voisenet — durch Zusatz eines oxydierenden Agens in die bekannte 
blauviolette Farbe umschlägt, so ist es ganz einleuchtend, daß ganz 
minimale Blaufärbung sich mit Gelb zu der Komplementärfarbe 
Grün vereinigen muß. 


Auf Grund dieser Beobachtung muß auch darauf geachtet werden, 
daß die bei der Bestimmung in Frage kommenden Bechergläser und 
Hehnerzylinder stets mit destilliertem Wasser nachzuspülen sind. 


Es läßt sich nun dieses Umschlagen der Tryptophanlösung in 
grünlichgelb nicht vollständig vermeiden, da der oxydierende Einfluß 
des Luftsauerstoffs ja nicht auszuschalten ist. Jedoch tritt diese Ver- 
änderung erst nach 15 bis 20 Minuten ein, so daß also der Vergleich 
als solcher dadurch nicht störend beeinflußt werden kann. Zu bemerken 
ist, daß der grüne Ton bei Eiweißlösung erst nach 1 bis 2 Tagen eintritt 
und dann in der Regel wieder völlig proportional der Standardlösung 
wird. 


Verdünnungstersuche. 


Für die Verwendbarkeit dieser Reaktion zu Zwecken quantitativer 
Bestimmung war es entscheidend, ob der Grad der eintretenden Färbung 
auch vollständig proportional der angewandten Substanz ist und auch 
bei Verdünnungen die gleiche Proportionalität bewahrt. Zu diesem 
Zwecke wurden zahlreiche Versuche angestellt, teils mit reiner Tryp- 
tophanlösung, teils mit Lösungen von Eiweißkörpern, und zwar in der 
Weise, daß z. B. die Reaktion mit 0,4 mg, im anderen Falle mit 0,5 mg 
Trvptophan ausgeführt wurde und beide Lösungen in Hehnerzylinder 
bis 100 cem aufgefüllt wurden, selbstverständlich mit der bestimmten 
66 proz. Schwefelsäure. Es bestätigte sich vollauf die Proportionalität. 
ein Fünftel mußte von der Lösung abgelassen werden, um Farben- 
gleichheit zu erzielen. In ganz analoger Weise wurden diese Versuche 
mit verschiedenen Proteinlösungen zur Ausführung gebracht und auch 
hier vollkommene Proportionalität der Farbenlösung erreicht. 
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Die Lösungsmittel der Eiweißsubstanzen. 

Die Reaktion tritt mit Eiweißkörpern in jeglichem Lösungsmittel 
ein, ob Natronlauge, Salzlösung oder Alkohol als Lösungsmittel ver- 
wendet wurde, übt keinen Einfluß aus. Nur eine Einschränkung 
ist zu treffen, nämlich Lauge stärker als 5 Proz. ist nicht angángig. 
Es tritt beim Versetzen mit Schwefelsäure eine derart heftige Wärme- 
reaktion auf, daß sie den Farbstoff zum Teil vernichtet. Es ist aber 
auch nicht nötig, daß das Protein in klarer Lösung vorliegt; es genügt 
eine gleichmäßige Suspension, und diese wird in allen Fällen mit 
n/lONaOH erreicht. Eine stärkere Konzentration wurde bei den 
einzelnen Bestimmungen nie angewandt. 

Eine weitere Störung der Reaktion tritt ein, wenn der Eiweißkörper 
nicht zum größten Teile von Fett befreit ist, starke Trübungen sind 
ılann die Folge, die natürlich eine exakte Bestimmung illusorisch machen. 


Die Standardlösung. | 

Fürth und Lieben empfahlen wegen der leichten Zersetzlichkeit 
des Tryptophans, bei der Herstellung einer 0,1 proz. Tryptophan- 
standardlösung eine 2 proz. Natriumfluoridlösung als Lösungsmittel 
direkt zu verwenden. Wir haben diese Lösung zunächst ebenso ver- 
wendet, sind aber davon bald abgekommen, da unter dem Einfluß der 
Schwefelsäure die Fluorwasserstoffsäure in Freiheit gesetzt wurde und 
die Bechergläser und Hehnerzylinder auf die Dauer anätzte. Für 
unsere Versuche bereiteten wir die Standardlösung mit 50 proz. Alkohol, 
dessen antiseptische Kraft genügt, jede schädigende Wirkung von 
Bakterien vollständig auszuschalten. Zwar färbt sich diese Lösung 
mit der Zeit gelb, ohne jedoch von ihrem kolorimetrischen Titer etwas 
einzubüßen. 

Eine solche Lösung kann man unbeschadet ihrer gelben Eigen- 
färbung bei den Bestimmungen ruhig verwenden, da diese bei der in 
der Regel mehr als hundertfachen Verdünnung mit H,SO, gar nicht 
in Erscheinung tritt. 

Eine Abnahme des Farbentiters war nach 6 Monaten noch nicht 
zu beobachten. Es ist natürlich empfehlenswert, von Zeit zu Zeit den 
kolorimetrischen Titer mit einer frisch bereiteten Standardlösung 
nachzuprüfen. 

Alle diese Versuche hinsichtlich der Tryptophanreaktion mit 
Formol-Schwefelsäure gestatten nun den Schluß, daß hier eine sichere 
Grundlage zur quantitativen Bestimmung gegeben ist. Im Gegensatz 
zur Reaktion Voisenet wurde bei dieser Reaktion in erster Linie eine 
weitgehende Übereinstimmung im Farbenton von reiner Tryptophan- 
lösung und Eiweißlösung und eine relative Unabhängigkeit von äußeren 
Faktoren gefunden. 
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II. Ausführung der Bestimmnng. 

Je nach der Konzentration der Eiweißlösung pipettiert man 0.5 
bis 10ccm in ein Becherglas, setzt 1 Tropfen einer 2 proz. Formol- 
lösung hinzu und versetzt dann im Überschuß mit 66 proz. Schwefelsäure, 
schüttelt im Glase um, daß die ausgeschiedene Eiweißsubstanz wieder 
völlig in Lösung geht, und füllt in einem Hehnerzylinder von 100 cem 
Inhalt mit Schwefelsäure bis zur Marke auf, schüttet die Lösung nech 
ein- oder zweimal ins Becherglas zurück, um eine gleichmäßige Verteilung 
zu erreichen, und läßt dann die Lós:ng 10 Minuten im Hehnerzylinder 
stehen. Nach Ablauf dieser Zeit setzt man genau in derselben Weise 
die Reaktion mit der Standardlösung von reinem Tryptophan an, 
deren Maximum aber bereits nach 5 Minuten 
erreicht ist, dann kann der Vergleich beginnen. 

An dieser Stelle dürfte es wohl uncrläßlich 
sein, etwas näher auf die sogenannten Hehner- 
zylinder und ihre Verwendung bei kolori- 
metrischen Bestimmungen einzugehen. 

Wie aus nebenstehender Abbildung zu er- 
sehen ist, handelt es sich um einfache Meb- 
zylinder ohne Fuß, die in der Regel auf 50 oder 
100 ccm geeicht sind. Etwa in 1 bis 2 em Höhe 
tragen sie gleich einer B'irette einen Hahn, der 
dazu dient, durch Ablassen Farbengleichheit 
zu erzielen. Im allgemeinen hielten wir es bei 
allen Untersuchungen so, daß die Standard- 
lösung im Farbenton gegenüber der Eiweiß- 

Abb. 1. lösung intensiver war, jedoch höchstens um 30 

bis 40 Proz. Es muß unter allen Umständen 

vermieden werden, daß die Standardlösung etwa doppelt so tief gefärbt 

ist als die zu untersuchende Proteinlösung, da wegen der geringen 

Flüssigkeitssäule das Auge leicht getäuscht werden kann. Selbst- 

verständlich läßt sich der Vergleich auch im Dubosgkolorimeter durch- 

führen, aber der Gebrauch der Hehnerzylinder erweist sich als be- 
deutend einfacher und ebenso genau. 

Es empfiehlt sich, bei den Eiweißlösungen nur solche Mengen zu 
nehmen, die an einer Standardlösung von 0,4 bis 1,0 mg Tryptophan = 
0,4 bis 1,0 cem der Lösung gemessen werden können. Der bei diesen 
Verhältnissen erzielte Ton ist von schöner weingelber Farbe, nicht zu 
intensiv und gestattet daher eine gute Durchsicht durch die Hehner- 
zylinder. Es liegt auf der Hand, daß entsprechend den Verdünnungen 
auch die Fehlergrenzen, die bei einer kolorimetrischen Methode un- 
vermeidlich sind, sich verringern. Bei unseren sämtlichen Versuchen 
sind wir bei Parallelbestimmungen nie über Schwankungen von 10 Proz. 
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gekommen. Das ist wohl der größte Vorteil gegenüber anderen 
Methoden. Es ist nicht erforderlich, der reinen Tryptophanlösung etwa 
die gleiche Menge Lösungsmittel des Proteins zuzusetzen. Wir haben z.B. 
eine Lösung von Gliadin in 70 proz. Alkohol und nehmen zum Vergleich 
5ccm, die einer Tryptophanlósung von 0,5 cem entsprechen, so ist es 
nicht nötig, bei der Ausführung der Reaktion der Standardlösung auch 
5ccm des entsprechenden Alkohols hinzuzufügen. Die Farbentiefe ist 
von solchen kleineren Zusätzen vollständig unabhängig, was uns die 
Erfahrung bei unseren Versuchen immer wieder bestätigte. 


IV. Die Untersuchung der Proteine auf ihren Gehalt an Tryptophan. 
Eieralbumin. 


Bei der Untersuchung des Eieralbumins soll gleichzeitig die Ausführung 
der Tryptophanbestimmung, wie sie sich in der Regel bei allen Proteinen 
wiederholt, bis ins einzelne dargelegt werden. 

Das Eiweiß emes frischen Hühnereies wurde in Wasser durch Um- 
rühren gleichmäßig suspendiert und zwecks Entfernung der Keratinhäutchen 
filtriert. 5 cem der Lösung dienten zur Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 
Bei der Destillation wurden vorgelegt: 

30,00 ccm n/10 H,SO, 
davon zuriicktitriert . . . 13,38 „ n/10 NaOH 


mithin gebunden . . . . . 16,62ccm 


Die 5 ccm Eiweißlösung enthalten also 1,662 x 0,014 g = 0,02827 g N. 


Der Gesamteiweißgehalt wurde bei allen Untersuchungen durch Multi- 
plikation mit dem Faktor 6,25 erhalten. 5 ccm der Lösung enthalten dem- 
nach 0,02327 x 6,25 = 0,145 g Protein. Zur Ausführung der Bestimmung 
wurden 2 cem = 0,058 g Protein in Anwendung gebracht. 

Die Reaktion wurde in der oben beschriebenen Weise im Hehner- 
zvlinder angesetzt, 10 Minuten später die Reaktion der Standardlösung 
von reinem Tryptophan mit Leem der 0,1proz. Lösung, was also einem 
Gehalt von l mg Tryptophan entspricht. Nach 5 Minuten wurde die 
Standardlósung auf 72 ccm, wo Farbengleichheit mit der Albumin- 
lösung vorhanden war, abgelassen. Der zeitliche Verlauf der Reaktion 
bis zum Vergleich beträgt 15 Minuten. Das Verhältnis der beiden Lösungen 
ergab also folgenden Wert: 


100:1 = 72: z; x = 0,72 mg. 
Diese Gleichung bedeutet in Worten ausgedrückt: 
58 mg Eieralbumin enthalten 0,72 mg Tryptophan, 


was ın Prozenten umgerechnet 


72 
58 : 0,72 = 100: zx; a z7 1,24 Proz. Tryptophan 
trgibt. 
Ezdotter. 


Die direkte Bestimmung des Fidotters auf den Gehalt an Tryptophan 
analog dem Albumin erwies sich wegen des hohen Fettgehalts und der 
gelben Farbe als undurchführbar. Um nun den Dotter von diesen störenden 
Faktoren zu befreien, wurde er innig mit Seesand gemischt und in einem 
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Hofmeisterschälchen auf dem Wasserbade zur Trockne eingedampit. 
Alsdann wurde die ganze Schale mit Inhalt fein zerrieben und im Soxhlet- 
apparat einer sechstündigen Ätherextraktion unterworfen. Außer dem 
Fett ging bei diesem Auszug auch der ganze Farbstoff in Lösung, so daß 
nach dem Verjagen des Äthers eine fast weiße Masse zurückblieb. Diese 
wurde nochmals fein zerrieben, ein kleiner Teil mit n/10 NaOH digeriert 
und dann durch Glaswolle filtriert. 

Aus Stickstoffbestimmung und Kolorimetrie resultiert für den Eidotter 
ein etwas höherer Wert als für das Eiweiß, nämlich 1,80 Proz. Tryptophan. 


Witte-Pepton. 

Etwas Witte-Pepton wurde in Wasser suspendiert unter Zusatz 
einiger Tropfen n/lO NaOH, um eine gleichmäßige Verteilung zu er- 
reichen, und durch Wolle filtriert. Die Stickstoffbestimmung ergab für 
Leem der Lösung einen Gesamteiweißgehalt von 15,0 mg, der kolorimetrisch 
einen Gehalt von 0,64 mg Tryptophan aufwies. Demnach wurde der Gehalt 
an Tryptophan für Witte-Pepton mit 4,27 Proz. errechnet. 


Kuhmilch. 


Die Bestimmung des Tryptophangehalts der Milchproteine in ihrer 
Gesamtheit läßt sich natürlich in einer Vollmilch wegen ihres hohen Fett- 
gehalts nicht durchführen. Dagegen erwies sich eine gut entrahmte Milch, 
sogenannte Magermilch, als durchaus geeignet, eine kolorimetrische Be- 
stimmung auszuführen. Die geringen Fetteilchen, die ja immerhin vor- 
handen bleiben, beeinträchtigen den Vergleich in keiner Weise, zumal 
nur 0,5 ccm einer Magermilch zur Ausführung der Reaktion erforderlich sind. 

Die Kolorimetrie ergab, daß die Milchproteine in ihrer Gesamtheit 
1,67 Proz. Tryptophan enthalten. 

Auf diese Untersuchung der unveränderten Milch erfolgte die Be- 
stimmung des Tryptophangehalts der einzelnen Proteine, und zwar des 
Caseins sowie des Albumins und Globulins, welch letztere beide ja nach 
Fällung des Caseins in der Molke verbleiben. 


Molkeneiweiß (Albumin + Globulin). 


Etwa 100 ccm Magermilch wurden mit l cem verdünnter Essigsäure 
versetzt und auf 60°C erwärmt. Das koagulierte Casein wurde abfiltriert 
und die Menge des in der Molke verbleibenden Eiweißes durch Kjeldalıl- 
bestimmung mit 12,8 mg für 2ccm ermittelt. Diese 2ccm Molke ergaben 
mit 0,22 mg Tryptophan Farbengleichheit, woraus sich für das Molken- 
eiweiß ein Tryptophangehalt von 1,78 Proz. errechnen läßt. 


Casein. 


Das nach obigem Vorgang erhaltene Casein wurde mehrmals mit 
Wasser ausgewaschen, bei gelinder Temperatur getrocknet, alsdann unter 
Äther fein zerrieben und schließlich im Soxhletapparat entfettet. Nach 
Entfernung des Äthers wurden etwa 2 g mit 50 ccm n/10 NaOH digeriert. 
Da das Casein in verdünntem Alkali verhältnismäßig schwer löslich 1st 
und wir wegen Zersetzungen beim Erhitzen eine derartige Lösung ver- 
meiden wollten, so ließen wir das Casein mit n/10 NaOH in der Regel 
24 bis 36 Stunden in der Kälte stehen. Nach Ablauf dieser Zeit war zwar 
keine Lösung eingetreten, aber immerhin eine gleichmäßige Suspension. 
Die Lösung wurde nun durch Glaswolle filtriert und die Bestimmung des 
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Tryptophangehalts in der üblichen Weise zur Ausführung gebracht. Und 
wider Erwarten resultierte für das Casein ein Wert von 1 Proz. Tryptophan. 
Dieser Wert konnte unmöglich nach den Bestimmungen für die Gesamt- 
proteine der Milch, die bei mehreren Parallelversuchen stets einen konstanten 
Wert von 1,66 bis 1,70 Proz. ergaben, der richtige sein. In irgend einer 
Form mußte da also ein Abbau des Tryptophans vor sich gegangen sein. 

Es wurde eine Reihe Untersuchungen des Caseins, welches nach ver- 
schiedenen Methoden dargestellt wurde, ausgeführt. und es ergab sich stets 
für alle Sorten ein konstanter Tryptophangehalt von 1 Proz. 

Irgend eine Schädigung des Tryptophans durch Essigsäure, welche bei 
der Darstellung erforderlich ist, konnte nicht möglich sein, da Hopkins 
und Cole aus solchem Casein doch 1,5 Proz. Tryptophan isoliert haben. 

Der Verlust des Tryptophans konnte demnach also nur durch die 
langdauernde Einwirkung der Natronlauge hervorgerufen sein. Diese 
Vermutung wurde durch zwei Versuche vollauf bestätigt. Aus einer sehr 
gut entfetteten Milch wurde Casein dargestellt, und zwar ein Teil mittels 
Fällung durch Kalialaun nach Schlossmann und ein anderer Teil mit Essigsäure 
nach Hammarsten. Das koagulierte Casein wurde von der Molke getrennt, 
wiederholt mit Wasser nachgewaschen und dann noch feucht in n/10 NaOH 
suspendiert. Anschließend daran erfolgte kolorimetrische Bestimmung und 
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 

In beiden Fällen wurde für Casein ein Tryptophangehalt. von 1.60 Proz. 
gefunden. 

Auf Grund dieser Beobachtungen dürfte es wohl keinem Zweifel unter- 
liegen, daß das Tryptophan doch nicht so unempfindlich gegen Alkali- 
einwirkung ist, wie man vielfach in der Literatur lesen kann. 

Infolgedessen halten wir es auch für verfehlt, bei kolorimetrischen 
Bestimmungen eine Standardlösung von reinem Casein in NaOH in 
Anwendung zu bringen, wie May und Rose es handhaben und Fürth es 
neuerdings empfiehlt. 

Es hat ja nun den Anschein, als ob das Alkali nicht völlig zerstörend 
wrkt, sondern nur bis zu einem gewissen Grade, und der kolorimetrische 
Titer sich bei 1 Proz. stabilisiert. 


Ziegenmilch. 

Die Untersuchung der Ziegenmilch hinsichtlich des Tryptophan- 
gehalts ihrer Proteine erfolgte in ganz analoger Weise wie bei der Kuhmilch. 
Irgend einen Unterschied in der Zusammensetzung der Proteine gegenüber 
denen der Kuhmilch war in keiner Weise erkenntlich. 


Für die Gesamtproteine der Milch ergab sich ein Gehalt 


an Tryptophan von . . . . . . . 1,66 Proz. 
für Molkeneiweiß . . . . . . . . . 1,70 ., 
s Casein 2 rn des ver ye 1536: 66 
Käse. 


Im Anschluß an die Untersuchung von Kuh- und Ziegenmilch erfolgte 
eine Bestimmung des Tryptophangehalts verschiedener Käsesorten. Die 
direkte Bestimmung durch Lösen in verdünnter Natronlauge war wegen 
des Fettgehalts ausgeschlossen. Bei der Untersuchung wurde so verfahren, 
daß der Käse zunächst getrocknet, dann möglichst fein zerrieben und 
schließlich im Soxhlet einer gründlichen Fettextraktion unterzogen wurde. 
Hierauf wurde eine bestimmte Menge mit n/10 NaOH digeriert und in der 
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bekannten Weise die Tryptophanbestimmung ausgeführt. Auch bei diesen 
Versuchen stießen wir auf die gleichen Verhältnisse wie bei den Unter- 
suchungen des Caseins. 

Wurde die Bestimmung des Tryptophans in rascher Folge vorgenommen, 
so wurden für die einzelnen Kásesorten Werte gefunden, die zwischen 1,45 
bis 1,60 Proz. variieren. 

Es läßt sich also hieraus die Folgerung ziehen, daß das Tryptophan 
durch den Reifungsprozeß keine Veränderung erleidet. 

Ließ man jedoch den Käse in der Natronlauge einen oder mehrere Tage 
stehen, so wurde für die drei Käse, die zur Untersuchung vorlagen, der 
konstante Wert von 1 Proz. Tryptophan gefunden. 

Auf Grund der Analysenzahlen ergab sich so ein Gehalt an Tryptophan 
für das Casein und seine Spaltungsprodukte 


im Holländer Käse. . . . . . . . 1,54 Proz. 

„ Limburger ,, DEENEN A E 

„ Handkäse (mager) . . . . . . 1,58 ,, 
Frauenmilch. 


Die Frauenmilch wurde zwecks Entfettung einer Spontangerinnung 
überlassen, von dem an der Oberfláche stehenden Fett befreit und die 
Bestimmung des Tryptophans in der typischen Weise ausgeführt. Es wurde 
für das Milcheiweiß ein Gehalt von 2,55 Proz. Tryptophan errechnet. 


Molkeneiweiß der Frauenmilch. 


Nunmehr wurden etwa 50 ccm Milch mit einigen Tropfen verdünnter 
Essigsäure verestzt und auf 60°C erwärmt. Das Koagulum wurde ab- 
filtriert und das Milchserum untersucht. Es ergab einen Gehalt von 
2,90 Proz. Tryptophan. 

Casein. 


Das nach obigem Verfahren erhaltene Casein wurde mit Wasser aus- 
gewaschen, bei gelinder Temperatur getrocknet und im Soxhlet mit Äther 
extrahiert. Alsdann wurde die Eiweißsubstanz in üblicher Weise in n/10 
NaOH suspendiert und nach der Stickstoffbestimmung auf ihren Gehalt 
an Tryptophan untersucht. Die Lösung des Caseins in NaOH erfolgte 
bei Frauenmilchcasein sofort. Es fanden sich 2,32 Proz. Tryptophan. 


Reaktion Fritzmann?). 

Bei den Untersuchungen der Milch auf ihren Tryptophangehalt ist 
es uns auch gelungen, das Prinzip der sogenannten Fritzmannschen 
Reaktion, die zum Nachweis von Salpetersäure in Milch dient, auf- 
zuklären. Diese Reaktion wird in folgender Weise angestellt: Etwa 
10 cem Milch werden in einem Reagenzglase mit 5 Tropfen Formalin- 
lösung (auf 250 ccm Wasser 10 Tropfen Formalinlösung) versetzt, um- 
geschüttelt und diese Mischung vorsichtig mit etwa 5ccm Schwefel- 
säure (s = 1,71) unterschichtet. Je nach der Menge der vorhandenen 
Salpetersäure tritt früher oder später blauviolette Ringbildung auf. — 
Diese Reaktion tritt auch bei der Gerberschen Fettbestimmung, wenn 
die Milch mit Formalin konserviert und nitrathaltig war, ein. 


1) Zeitschr. f. öffentl. Chem. 8, 610, 1897. 
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Der Farbenton erinnert ja gleich an die violette Farbe der Re- 
aktion Voisenet. Doch bei Voisenet wird er durch salpetrige Säure und 
' nicht durch Salpetersäure hervorgerufen. Es muß also ein anderes 
oxydierendes Agens vorhanden sein, welches die Reaktion bewirkt. 
Dieses Agens wurde in den Chlorionen, die stets in der Milch anwesend 
sind, gefunden. Durch den Zusatz der Schwefelsäure wird sowohl die 
Salzsäure aus den Chloriden wie die Salpetersäure aus den Nitraten in 
Freiheit gesetzt. Beide Säuren reagieren in der bekannten Weise unter 
Bildung von freiem Chlor. Dieses Chlor übt seine oxydierende Wirkung 
aus und ruft jene Violettfärbung der Reaktion Voisenet hervor. 

Zum Beweis dieser Tatsache diente folgender Versuch: 

Mit etwa 0,5ccm der Standardlösung von reinem Tryptophan 
wurde nach dem neuen Verfahren die Reaktion mit Formol und Schwefel- 
säure, angesetzt. Es entstand die typische Gelbfärbung. Alsdann 
wurde ein Tropfen Salpetersäure hinzugefügt; nicht die geringste 
Veränderung trat auf. Überschichtete man aber dann vorsichtig 
die Mischung mit einer verdünnten Kochsalzlösung, so tritt nach 
einiger Zeit an der Berührungszone blauviolette Ringbildung auf. 
Ein weiterer Versuch wurde in der Weise ausgeführt, daß statt der 
Salpetersäure gewöhnliches Leitungswasser, das im Liter 5 bis 7 mg 
Nitrate enthält, hinzugefügt wurde. Auch in diesem Falle war, wenn 
auch erst nach längerem Stehen, eine schwache Ringbildung zu beob- 
achten. Sämtliche andere Versuche ohne irgendwelchen Zusatz von 
Salpetersäure oder ihren Salzen verliefen negativ. 

Die Reaktion Fritzmann ist also in ihrem Wesen eine spezifische 
Tryptophanreaktion. 


Untersuchungen der Myosine von Fleisch auf ihren Gehalt an Tryptophan. 


Es gelangten zur Untersuchung Ochsen-, Kalb-, Schweine- und Pferde- 
fleisch. Die Darstellung der Myosine erfolgte nach der Methode von 
Abderhalden*) in folgender Weise: Möglichst mageres Fleisch wurde fein 
zerhackt und in fließendem Wasser vom Blute gereinigt. Alsdann nochmals 
wiederholt mit destilliertem Wasser nachgewaschen, um das nitrathaltige 
Leitungswasser restlos zu entfernen, weil die Nitrate den Verlauf der 
Reaktion (siehe Reaktion Fritzmann) störend beeinflussen würden. Alsdann 
wurde das so präparierte Fleisch 1 bis 2 Minuten mit einer 0,6proz. Koch- 
salzlösung digeriert, abgepreßt und filtriert. Nun wurde in der bekannten 
Weise der Eiweißgehalt der Lösung auf Grund der Stickstoffbestimmung 
nach Kjeldahl ermittelt und die kolorimetrische Bestimmung zur Aus- 
führung gebracht. 

Es ergab sich für die Myosine von 


Ochsenfleisch . . . . . . . 1,43 Proz. Tryptophan 
Schweinefleisch . . . . . . 180 ,, Se 
Kalbfleisch . . . . . . . . 1,70 ,, 2 
Pferdefleisch . . . . . . . 140 ,, da 


1) Handb. d. biol. Arbeitsmeth., S. 517. 
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Interessant ist die Beobachtung, daß die Myosine der inneren Oragne, 
so z. B. von Leber und Lunge, einen höheren Tryptophangehalt aufweisen 
als das Muskelfleisch. 

Die Darstellung der Eiweißkörper und ihre Untersuchung gestaltete 
sich ganz analog der oben beschriebenen Methode. 

Es resultierte bei der kolorimetrischen Bestimmung für das Myosin 
einer Ochsenleber 1,76 Proz. Tryptophan und für die Lunge eines Kalbes 
1,90 Proz. Tryptophan. 

Wir möchten eindringlich darauf hinweisen, daß die Lösungsmittel 
völlig frei von irgendwelchen nitrathaltigen Substanzen sein müssen. 
Kommt nämlich eine solche verunreinigte Lösung mit der Schwefelsäure 
in Berührung, dann tritt die Reaktion Voisenet auf bzw. erhält man stark 
grün gefärbte Töne, die den Vergleich unmöglich machen. 

Bei den Untersuchungen der Myosine leitete uns der Gedanke, durch 
den Gehalt des Tryptophans etwa eine Unterscheidung der Fleischarten 
herbeiführen zu können. Doch wie aus den Resultaten zu ersehen ist, wurde 
ein großer Unterschied nicht gefunden, insbesondere Rindfleisch und 
Pferdefleisch, deren Unterscheidung doch sehr erwünscht wäre, zeigten 
hinsichtlich des Tryptophangehalts gar keinen Unterschied. 

Interessant ist die Beobachtung, daß das Myosin des Kalbfleisches 
einen höheren Tryptophangehalt aufweist als das des Ochsenfleisches. 
obschon beides von Tieren derselben Art stammt. 


Untersuchungen der Proteine der wichtigsten Mehle auf ihren Gehalt an 


Tryptophan. 


Bevor wir zur Darstellung der Mehlproteine und ihrer Untersuchung 
im einzelnen übergehen, dürfte es zweckmäßig sein, die Arbeit von Fürth 
und Lieben!) einer näheren Betrachtung zu unterziehen. Beide Autoren 
haben ebenfalls die Proteine des Mehles hinsichtlich ihres Gehalts an Tryp- 
tophan untersucht. Sie erkannten richtig die Schwierigkeiten, die sich 
einer direkten Bestimmung im Mehle, etwa durch Lösen in Alkali, ent- 
gegenstellen, und gingen nun so vor, daß sie die Proteine als solche extra- 
hierten und dann untersuchten. Über diese Methode schreiben sie folgendes: 
„Es genügt keineswegs, das Mehl mit einer verdünnten Salzlösung zu 
extrahieren und das so erhaltene Eiweiß zu untersuchen; denn dabei bleibt 
das in Cerealiensamen in reichlichen Mengen vorhandene eigenartige alkohol- 
lösliche Eiweiß (‚Prolamin‘) ungelöst zurück, und dieses kann nur durch 
Alkoholextraktion gewonnen werden.‘ 

Auf Grund dieser Angaben und auf Grund ihrer Analysenzahlen 
müssen wir zu dem Schluß kommen, daß die Autoren anscheinend der 
Ansicht sind, daß das Protein des Mehles aus zwei verschiedenen 
Bestandteilen sich zusammensetzt, die mit Hilfe von Alkohol und Salz- 
lösung zu entziehen sind. 

Das Protein des Mehles setzt sich nach den Untersuchungsergebnissen 
von Osborne und anderen Forschern auf diesem Gebiet in der Hauptsache 
aus zwei Proteinen zusammen, dem alkohollöslichen sogenannten Gliadin, 
dem alkoholunlöslichen Bestandteil, dem Glutenin und kleinen Mengen von 
Leucosin, welches in Wasser, und Globulin, welches in Salzlösung löslich 
ist. Diese Angaben fanden wir bei unseren Untersuchungen auch bestätigt. 


1) Diese Zeitschr. 122, 58 bis 85, 1921. 
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Durch Behandlung des Mehles mit 70proz. Alkohol geht das Gliadin 
fast restlos in Lósung, hingegen diirfte es nach unseren Erfahrungen nicht 
gelingen, mit einer 10proz. Kochsalzlósung das Glutenin in Lösung zu 
bringen. Zwar wird dem Mehl durch Einwirkung von Salzlósung ein kleiner 
Teil seines Proteins, das Globulin, entzogen. Doch ist dieser EiweiBkórper 
hinsichtlich seines Tryptophangehalts deutlich von dem sogenannten 
Glutenin verschieden. Allerdings haben wir bei unseren Extraktions- 
versuchen gefunden, daß durch wiederholtes Ausziehen eines Mehles mit 
Salzlösung immer wieder Teile in Lösung gehen, deren Tryptophangehalt 
sich dem des Glutenins nähert. 

Auf Grund der Extraktionsversuche, deren wir eine große Anzahl 
mit Mehlen verschiedener Herkunft ausführten, kommen wir zu folgendem 
Ergebnis: 

Das Gesamtprotein eines Mehles verteilt sich auf die einzelnen Proteine 
folgendermaßen: Etwa die Hälfte ist alkohollösliches Gliadin, etwas weniger 
entfällt auf den alkoholunlöslichen Bestandteil, das Glutenin, und ver- 
hältnismäßig nur kleine Mengen sind in Wasser und in Salzlösung löslich. 

Diese vier Proteinarten konnten auf Grund ihres Gehalts an Tryptophan 
als deutlich verschieden voneinander identifiziert werden. 


Weizenmehl. 


Wie aus den obigen Darlegungen hervorgeht, kommt es bei der Unter- 
suchung der Mehlproteine darauf an, eine exakte Isolierung der einzelnen 
Eiweißkörper durchzuführen. Auf Grund unserer Erfahrung kann man 
von vorherein betonen, daß dieses Experiment nur schwerlich gelingen 
dürfte. Es ist in einwandfreier Weise für das alkohollösliche Protein, das 
sogenannte Gliadin, gelungen; hingegen bei sämtlichen anderen Körpern 
muß man äußerste Vorsicht beim Ausziehen walten lassen, um nicht irgend- 
welche Gemische zu erhalten. Diese Tatsache fand man zunächst bei 
der Bestimmung des Tryptophangehalts des Gliadins bestätigt. 

Die Untersuchung gestaltete sich im einzelnen folgendermaßen: 

Eine bestimmte Menge Weizenmehl wurde mit der vierfachen Menge 
Alkohol (70 Proz.) 1 Stunde am Rückflußkühler ausgekocht, etwas er- 
kalten gelassen, alsdann mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe filtriert. Das 
Filtrat wies eine starke kolloidale Trübung auf. Nunmehr folgte in der 
üblichen Weise Stickstoffbestimmung und Kolorimetrie. Es resultierte für 
das Gliadin ein Wert von 1,14 Proz. Tryptophan. Dieser Wert steht in 
guter Übereinstimmung mit den Befunden nach der Methode von May 
und Rose, die etwa 1,10, und von Folin und Looney, die ebenfalls 1,14 Proz. 
Tryptophan im Weizengliadin finden. 

Gleichzeitig mit der Mehlextraktion am Rückflußkühler wurde auch 
ein Auszug in der Kälte mittels des Schüttelapparats durchgeführt. Nach 
etwa vierstündigem Schütteln wurde die Mischung absetzen gelassen und 
filtriert. Das Filtrat war im Gegensatz zu dem heißen Auszug vollständig 
klar. Die nun angestellte Untersuchung hinsichtlich des Tryptophan- 
gehalts ergab einen Wert von 0,84 Proz. Tryptophan. Infolge dieser 
widersprechenden Resultate wurde eine Reihe verschiedener Mehle 
auf den Tryptophangehalt ihres alkohollöslichen Proteins untersucht. 
Doch immer blieben die Ergebnisse die gleichen. Das durch Auskochen 
erhaltene Protein wies einen Gehalt von 1,10 bis 1,15 Proz. auf, das 
auf kaltem Wege erhaltene Protein stets Werte von 0,83 bis 0,87 Proz. 
Tryptophan. 
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Die Vermutung, daß das Gliadin vielleicht kein einheitlicher Körper 
sei, wie einige Forscher meinen, bestätigte sich nicht. Es liegen die Dinge 
vielmehr folgendermaßen: Das Glutenin, das im allgemeinen als alkohol- 
unlöslich bezeichnet wird, geht beim Kochen ebenfalls kolloidal in Lösung 
und scheidet sich beim Erkalten wieder ab. 


Untersuchungen des alkohollöslichen und alkoholunlöslichen Proteins 
auf den Gehalt an Tryptophan. 


Eine bestimmte Menge Weizenmehl wurde mit 70proz. Alkohol 
1 Stunde am Rückflußkühler gekocht und noch heiß filtriert. Die kolori- 
metrische Bestimmung des Proteins des Gesamtflitrats ergab 1,15 Proz. 
Tryptophan. Alsdann wurde die Lösung auf Eis gekühlt, es schied sich 
reichlich Protein ab. Die Trennung erfolgte in der Zentrifuge und man 
erhielt ein farbloses Filtrat, dessen gelöstes Protein einen Tryptophangehalt 
von 0,85 Proz. aufwies, genau wie bei dem kalten Auszug im Schüttel- 
apparat. 

Der Riickstand wurde nun zunáchst mit 70proz. Alkohol ausgewaschen 
und in n/10 NaOH suspendiert und auf seinen Gehalt an Tryptophan 
untersucht. Es resultierte ein Wert von 1,22 Proz. 


Die Löslichkeit des Weizenproteins in 70proz. Alkohol. 


Um in diese eigenartigen Versuchsresultate völlige Klarheit zu bringen, 
wurden die Lóslichkeitsverháltnisse des Weizenproteins in 70proz. Alkohol 
planmäßig studiert, und zwar geschah dies in folgender Weise: Es wurde 
zunächst nach Kjeldahl der Gesamtstickstoff ermittelt, mit dem Faktor 6,25 
multipliziert und so ein Proteingehalt von 11,7 Proz. im Mehl gefunden. 
100 g dieses Mehles wurden nun mit 400 cem Alkohol 1 Stunde am Rück- 
flußkühler gekocht und heiß filtriert. Das stark getrübte Filtrat ergab auf 
Grund der Stickstoffbestimmung eine Gesamtmenge von 7,1g Protein, 
welches in Lösung gegangen war mit einem Tryptophangehalt von 1,10 Proz. 

Alsdann wurde eine bestimmte Menge des Filtrats auf Eis gekühlt, 
wobei sich ein großer Teil des Proteins abschied. Dieses wurde in der 
Zentrifuge abgeschleudert und auf seinen Gehalt an Protein untersucht. 
In der klaren Lösung verblieben 3,7 g, also etwas mehr als die Hälfte, mit 
einem Tryptophangehalt von 0,85 Proz. Der Niederschlag wurde in n/10 
NaOH suspendiert und in üblicher Weise Protein- und Tryptophangehalt 
ermittelt. Dieses alkoholunlösliche Protein enthielt 1,22 Proz. Tryptophan. 

Aus diesem Versuche geht nun folgendes hervor: 100g Mehl, die 
11,7 Proz. Gesamteiweiß enthalten, werden beim Auskochen mit 70proz. 
Alkohol bereits 7,1 Proz. Eiweiß entzogen. Dieses Eiweiß besitzt einen 
Tryptophangehalt von 1,10 Proz. Bei Abkühlen auf Eis scheidet sich 
beinahe die Hälfte des Proteins wieder unlöslich ab mit einem Tryptophan- 
gehalt von 1,22 Proz., während die andere Hälfte, die in Lösung bleibt, 
einen Tryptophangehalt von 0,84 Proz. besitzt. 

Das in obiger Weise behandelte Mehl wurde nun nochmals mit 400 cem 
70proz. Alkohols 1 Stunde am Rückflußkühler ausgekocht und genau die- 
selben Versuche wiederholt. Von diesem Mehl gingen bei diesem Auszug 
nochmals 2,1g in Lösung, also insgesamt waren dann 9,3 isoliert. Die 
Tryptophanbestimmung ergab 1,07 Proz. 

Das Filtrat wurde wieder auf Eis gekühlt und in Niederschlag und 
klare Lösung getrennt. 
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Die klare Lösung enthielt 1,5 g Gliadin, dessen Tryptophangehalt mit 
0,83 g ermittelt wurde. 

Der Rückstand hingegen wies diesmal einen Wert von 1,45 Proz. 
Tryptophan auf. 

So wurde dieses Mehl ein drittes und ein viertes Mal in gleicher Weise 
ausgezogen, wobei bei dem dritten Auszug noch 0,68 g in Lösung gingen und 
beim vierten 0,45, so daß es also möglich ist, dem Mehle durch Auskochen 
mit Alkohol fast das gesamte Protein kolloidal zu entziehen. 

Was nun die Tryptophanbestimmung anbelangt, so war es bei den 
letzten Auszügen nicht mehr möglich, durch Kühlung eine Trennung der 
Proteine zu bewirken. Die Lösung blieb gleichmäßig schwach getrübt. In 
beiden Lösungen resultierte bei der kolorimetrischen Bestimmung für 
diesen Eiweißkörper ein konstanter Tryptophangehalt von 1,55 Proz. 

Dieser Wert dürfte für das Glutenin der zuverlässigste sein, wie 
0,84 Proz. für das Gliadin. 

Daß May und Rose sowie Folin und Looney ebenfalls für Gliadin einen 
Wert von 1,10 bis 1,14 Proz. finden, dürfte wohl darauf zurückzuführen 
sein, daß bei ihren Bestimmungen dasselbe Gemisch von Gliadin und 
Glutenin vorlag, was uns beim ersten Versuch den gleichen Wert finden ließ. 


An diese Versuche schloß sich eine Reihe weiterer Untersuchungen, 
die in ganz analoger Weise ausgeführt wurden, nur mit dem einen Unter- 
schied, daß die Trennung in alkohollösliches und alkoholunlösliches Protein 
nicht durch starke Abkühlung auf Eis erfolgte, sondern das Filtrat wurde 
24 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen. Nach Ablauf dieser 
Zeit: hatte sich ein Teil des Proteins abgeschieden, und es erfolgte in der 
Zentrifuge die Trennung. Die klare Lösung ergab jetzt einen Gesamt- 
eiweißgehalt von 5,6g gegenüber 3,7 der Lösung, die auf Eis gekühlt 
war. Der Tryptophangehalt blieb jedoch der gleiche, nämlich 0,84 Proz. 
Hingegen der Tryptophangehalt des Rückstands zeigte eine Aufwärts- 
bewegung, nämlich 1,36 Proz. 

Der zweite Auszug des Mehles zeigte fast keinerlei Veränderung in 
der klaren Lösung. Der Eiweißgehalt betrug 1,64 g, die Tryptophan- 
bestimmung ergab wiederum für das gelöste Protein den bekannten Wert 
von 0,84 Proz. Das alkoholunlösliche Protein wies einen Gehalt von 1,55 Proz. 
Tryptophan auf. 


Schlußfolgerung. 


Die Ergebnisse dieser Untersuchung lassen sich wie folgt zusammen- 
fassen: . 

Durch Kochen mit 70proz. Alkohol wird dem Mehle nicht allein das 
Gliadin, sondern auch ein großer Teil des Glutenins bereits entzogen. Kühlt 
man diesen Auszug stark ab, so scheidet sich fast die Hälfte des Proteins 
wieder unlöslich aus und kann in der Zentrifuge isoliert werden. In der 
klaren Lösung hat man jetzt das reine Gliadin, hingegen in dem Rückstand 
eine Mischung von Gliadin und Glutenin, wie aus der Tryptophanbestimmung 
hervorgeht. | 

Kocht man nun ein zweites Mal das Mehl in gleicher Weise aus, dann 
entzieht man dem Mehl nochmals einen beträchtlichen Anteil seines Proteins. 
Jedoch auch dieses ist nicht einheitlich, sondern immer noch ein Gemisch 
von Gliadin und Glutenin. Allerdings ist das durch Kühlung jetzt erhaltene 
Glutenin nur noch mit kleinen Mengen Gliadin verunreinigt. 
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Erst der dritte und vierte Auszug liefert auf Grund der Tryptophan- 
bestimmung einen einheitlichen Kórper, den man wohl als reines Glutenin 
ansprechen darf. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daß das Gliadin einen größeren 
Prozentsatz des Gesamtproteins ausmacht als das Glutenin, und daß es 
aus seinen Lösungen durch starkes Abkühlen sich ausscheiden läßt. 

Hinsichtlich des Glutenins ist zu sagen, daß man diesen Körper nicht 
als völlig alkoholunlöslich bezeichnen darf. Auch dieses Protein läßt sich 
durch Kochen mit Alkohol dem Mehle in kolloidaler Form entziehen. 


Die Löslichkeit des Weizenproteins in Alkohol von 50, 60, 70 und 80 Proz. 


Der Gesamteiweißgehalt des Weizenmehles ergab auf Grund der 
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl einen Wert von 12 Proz. Die Extraktion 
der Proteine erfolgte in der Weise, daß 100g Mehl mit 400 ccm Alkohol 
am Rückflußkühler ausgekocht und die Lösung heiß filtriert wurde. Alsdann 
wurde mit 5ccm die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl ausgeführt und 
die Menge des in Lösung gegangenen Proteins durch Multiplikation mit 
dem Faktor 6,25 ermittelt. Diese Eiweißmenge ergab mit 80 multipliziert 
die Gesamtmenge des in Lösung gegangenen Proteins. Die einzelnen Frak- 
tionen wurden in Prozente des Gesamteiweißgehalts umgerechnet. 
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Darstellung von Gliadin und Glutenin nach Fleurent!). 


Fleurent geht bei der Darstellung von Gliadin und Glutenin in der 
Weise vor, daß er das Mehl in 70 proz. Alkohol, der 0,2 bis 0,3 Proz. Alkali 
enthält, schüttelt, wobei Gliadin in Lösung geht, während Glutenin in 
kolloidaler Suspension bleibt und durch Einleiten von CO, gefällt wird. 
Nach dieser Methode wurden ebenfalls die Proteine des Weizenmehls isoliert 
und auf ihren Gehalt an Tryptophan untersucht. l 

25g Mehl mit einem GesamteiweiBgehalt von 12 Proz. wurden mit 
100 cem 70proz. Alkohols, welcher 0,2 Proz. NaOH enthielt, 3 Stunden im 
Schüttelapparat geschüttelt, alsdann wurde abgesaugt. Man erhielt eine 
trübe Lösung, die nach Kjeldahl einen Proteingehalt von 11,2 Proz. gegen- 
über 12 Proz. des gesamten Eiweißgehalts ergab. Es war also fast das 
ganze Protein des Mehles ausgezogen worden. 

Die Tryptophanbestimmung gab für diese Gesamtproteine einen 
Durchschnittswert von 1,10 Proz. | 

Zur Trennung der Proteine wurde CO, eingeleitet, es schied sich das 
Glutenin ab. Gliadin und Glutenin wurden nun in der Zentrifuge getrennt, 
und zunächst die Gliadinlösung weiter untersucht. In der Lösung ver- 
blieben etwas mehr als 5 Proz. Protein mit dem Tryptophangehalt von 
0,84 Proz. 


1) Ann. des Falsifikations 17, 269 bis 272, 1924. 
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Der Rückstand, das Glutenin, wurde mit demselben alkalischen Alkohol 
wieder gleichmäßig suspendiert und sein Gehalt an Tryptophan in der 
bekannten Weise ermittelt. Es resultierte der Wert 1,50 Proz. 

Diese Methode gestattet in sehr einfacher Weise einen Überblick über 
die Gesamtproteine des Mehles hinsichtlich ihres Tryptophangehalts, 
andererseits eine leichte Trennung in die zwei Hauptproteinarten Gliadin 
und Glutenin. 

Allerdings erhält man bei dieser Operation zwar das Gliadin in reiner 
Form; hingegen das Glutenin wohl kaum. Durch die Behandlung mit 
Alkali geht auch das Albumin und Globulin in Lösung, und beide Körper 
werden beim Einleiten von CO, mit dem Glutenin wieder ausgefällt. Das 
reine Glutenin wird also nicht erhalten, sondern wird stets, wenn auch in 
kleinen Mengen, mit Albumin und Globulin behaftet sein. 


Untersuchung des wasserlöslichen Proteins (Albumin) des Weizenmehl: 
auf seinen Gehalt an Tryptophan. 


Bei den Untersuchungen des Albumins wiederholten sich fast die 
gleichen Verhältnisse wie bei der Untersuchung des Gliadins. Je nach 
der Menge des angewandten Wassers und nach der Dauer der Einwirkung 
gehen Eiweißkörper in Lösung, die deutlich durch ihren Gehalt an Tryp- 
tophan unterschieden sind. Läßt man auf Mehl etwa die fünffache Menge 
Wasser nur kurze Zeit einwirken, so erhält man ein Protein mit einem 
Gehalt von 1,60 Proz. Tryptophan. Š 

Nimmt man nun anstatt der fünffachen gleich die zehnfache Menge 
Wasser, so geht eine größere Menge des Proteins in Lösung mit einem 
Gehalt von 1,27 Proz. Tryptophan. 

Zieht man dieses Mehl nun weiter aus, so gehen immer wieder Eiweiß- 
körper in Lösung, die hinsichtlich ihres Tryptophangehalts eine deutliche 
Abwärtsbewegung zeigen nach dem Wert des Gliadins. 

Auf Grund dieser Beobachtungen kommen wir zu dem Schluß, daß 
es nicht möglich ist, auf diese Weise das sogenannte Albumin des Weizen- 
mehls rein zu isolieren. Es ist wohl sehr wahrscheinlich, daß man durch 
ein kurzes Ausziehen mit Wasser in der Hauptsache nur das Albumin 
fassen wird und daß der Wert von 1,60 Proz. wohl der richtige sein dürfte. 
Bei längerer Einwirkung und widerholtem Ausziehen mit Wasser gehen 
Teile des Gliadins mit in Lösung. 


Globulin. 

Genau die gleichen Erscheinungen wie beim Albumin treten bei der 
Isolierung des Globulins mittels 10proz. Kochsalzlósung auf. Man erhält 
auch hier keinen einheitlichen Eiweißkörper, sondern Proteine, die je 
nach den Verhältnissen, unter denen sie in Lösung gebracht wurden, 
für Tryptophan Werte aufweisen, die zwischen 2,50 bis 1,60 Proz. schwanken. 
Bei 1,60 Proz. tritt allerdings eine Stabilisierung ein. Daraus möchte 
man schließen, daß man durch wiederholtes Ausziehen mit Salzlösung 
dem Mehle allmählich das Glutenin entzieht, dessen Tryptophangehalt 
mit 1,55 Proz. ermittelt wurde. , 


Überblickt man nun die ganzen Extraktionsversuche und ver- 
gleicht die gefundenen Werte für Tryptophan, so läßt sich über das 
Protein des Weizenmehls folgendes mit Bestimmtheit sagen: Das 
Protein des Weizenmehls besteht etwa zu 50 Proz. aus Gliadin, zu 
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etwa 30 Proz. aus Glutenin und der Rest verteilt sich gleichmäßig auf 
Albumin und Globulin. Auf Grund der erhaltenen Werte an Tryptophan 
läßt sich sagen, daß es verhältnismäßig leicht gelingt, das Gliadin in 
reiner Form zu isolieren. Hingegen kann man für die Reinheit der 
anderen Eiweißkörper nicht die volle Garantie übernehmen, denn wie 
der Versuch zeigte, scheidet sich beim Abkühlen ebenfalls Gliadin wieder 
aus und bei einem zweiten Auskochen des Mehles geht Gliadin nochmals 
in Lösung, während man doch eigentlich annehmen dürfte, daß dies 
Protein bereits durch den ersten Auszug vollständig entzogen wäre, 

Am einfachsten läßt sich die Isolierung von Gliadin und Glutenin 
nach dem Verfahren von Fleurent herstellen. 

Die einigermaßen sicherste Darstellung für Albumin und Globulin 
läßt sich durch eine möglichst kurze Einwirkung der Lösungsmittel 
bewirken. 


Auftreten der Tryptophanreaktion ohne Zusatz von Formaldehyd. 


Eine interessante Beobachtung haben wir bei der kolorimetrischen 
Bestimmung des Tryptophans der Proteine des Weizens und später- 
hin auch bei solchen Proteinen, die in Begleitung von Stärke auf- 
treten, gemacht. 

Versetzt man eine Lösung dieser Proteine mit der 66 proz. Schwefel- 
säure, so tritt, nicht in allen Fällen, ohne Zusatz von Formaldehyd die 
typische Gelbfärbung in Erscheinung, und zwar maximal und völlig 
identisch mit einer Reaktion, die eben nach dem Gange der Bestimmung 
durch Zusatz von Formaldehyd bewirkt wurde. Daß es sich hierbei um 
eine spezifische Tryptophanreaktion handelt, geht daraus hervor, daß 
man durch Zusatz von Nitrit oder Wasserstoffsuperoxyd die charakte- 
ristische Violettfärbung der Reaktion Voisenet erhält. 
| Da die Tryptophanreaktion auch durch Zusatz eines anderen 
Aldehyds in die Wege geleitet werden kann, so lag der Schluß nahe, 
daß eben der Zucker, der ja Aldehydcharakter besitzt, in diesem 
Falle die Stelle des Formols ersetzt. In dieser Richtung erfolgte 
nun eine Reihe von Versuchen derart, daß man reine Tryptophan- 
lösung mit Zuckerlösung verschiedener Konzentration versetzte und 
die Schwefelsäure hinzufügte. Zwar trat langsam eine Gelbfärbung 
auf, jedoch wurde dieselbe nie maximal, auch erhielt man keine ein- 
deutige Reaktion Voisenet. Daß es auch der Zucker nicht gut sein kann, 
geht daraus hervor, daß bei Milch, bei welcher der Milchzucker doch 
auch eine freie Aldehydgruppe besitzt, die Reaktion nicht in Er- 
scheinung tritt. 

Vielleicht läßt sich diese Tryptophanreaktion auf Grund der Theorie 
über den Aufbau der Stärke in der Pflanze erklären. Nach Ansicht 
der botanischen Physiologen vollzieht sich der Aufbau der Stärke 
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derart, daß zunächst die Kohlensäure der Luft zu Kohlenstoff reduziert 
wird, dann durch Anlagerung von Wasser über Formaldehyd sich die 
Bildung der Stärke vollzieht. Es wäre immerhin denkbar, daß hier in 
diesem Falle Spuren ües Formaldehyds noch vorhanden sind, welcher 
die entsprechende Reaktion hervorruft. 


Roggenmehl. 


Bei der Untersuchung der Proteine des Roggenmehls wurden genau 
die gleichen Richtlinien, die sich aus der Untersuchung des Weizenmehls 
ergaben, befolgt, und es wurden auch da hinsichtlich der Isolierung der 
einzelnen Proteine die gleichen Ergebnisse erzielt. 

Das Roggengliadin weist einen etwas niedrigeren Wert als das Weizen- 
gliadin auf, námlich 0,64 Proz. 

Der Gehalt des Glutenins wurde mit 1,30 Proz. ermittelt. 

Der Tryptophangehalt der Gesamtproteine des Roggenmehls liegt 
bei 0,90 Proz. Das Albumin des Roggenmehls ergab die gleichen Resultate 
wie das Albumin des Weizenmehls, je nach den Bedingungen, Werte von 
1,60 bis unter 1 Proz. Hingegen ist das salzlósliche Protein gegenüber 
dem Globulin des Weizenmehls hinsichtlich des Tryptophangehalts deutlich 
verschieden. Sein Wert liegt bei 1 Proz. Wiederholt man nun die Aus- 
züge mit Kochsalzlósung, so steigt der Wert für Tryptophan der erhaltenen 
Proteine und nähert sich dem Wert des Tryptophangehalts für Glutenin 
genau wie beim Weizenmehl, wo er von 2,5 nach 1,60 Proz., dem 
Tryptophangehalt des Weizenglutenins, sich abwärts bewegt. 

In der Literatur findet man vielfach die Ansicht vertreten, die Proteine 
des Roggens wie des Weizens seien völlig identische Körper. Auf Grund der 
Analysenzahlen möchten wir diese Theorie ablehnen. Sowohl das Gliadin wie 
das (+lutenin des Roggens besitzen einen geringeren Gehalt an Tryptophan 
als die entsprechenden Eiweißkörper des Weizens. Das salzlösliche Protein 
des Roggenmehls hat nur höchstens die Hälfte des Gehalts an Tryptophan 
als das Globulin des Weizenmehls. 


Die Löslichkeit des Roggenproteins im Alkohol von 50, 60, 70 und 80 Proz. 


Die Extraktionsversuche wurden ganz analog denen des Weizenmehls 
ausgeführt. 

















| Alkohol ` 

| SO proz. ` 60 proz. “| 70 proz. | 80 proz. 
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Uber den Tryptophangehalt des Weizen- und Roggenbrotes. 


Im Anschluß an die Untersuchung des Weizen- und Roggenmehls 
wurde eine Tryptophanbestimmung der Proteine des Brotes sowohl von 
Weizen- als auch Roggenbrot durchgeführt, hauptsächlich zu dem Zweck, 
um (Gewißheit zu erlangen, ob das Tryptophan durch den Backprozeß 
einen Abbau erlitten habe. 
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Die Brote wurden zunächst getrocknet, dann fein gepulvert und mit 
70proz. Alkohol extrahiert. Im Gehalt an Tryptophan war keine Ver- 
änderung festzustellen. Der Durchschnittswert für die Gesamtproteine 
eines Weißbrotes betrug 1,09 Proz., eines Roggenbrotes 0,90 Proz., genau 
wie für die entsprechenden Mehle. Ebenso blieben die Werte für Gliadin 
unverändert. 


Bestimmung des Tryptophangehalts der Proteine von Mais-, Hafer- und 
Gerstenmehl. 


Bei der Untersuchung der nun folgenden Mehle geschah die Isolierung 
und Trennung des alkohollöslichen und alkoholunlöslichen Eiweißkörpers 
stets nach der Methode von Fleurent. 


Maismell. 


Die Eiweißverteilung des gelben wie auch des weißen Maises stellte 
sich auf Grund der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl auf 10 Proz. ins- 
gesamt, und zwar 5,5 Proz. für das alkohollösliche Protein, das sogenannte 
Zein, und der Rest für das Glutenin, Albumin und Globulin. Das im Mais- 
mehl enthaltene alkolholösliche Protein entbehrt vollständig des Tryp- 
tophans, wie bereits Osborne festgestellt hat. Die Tryptophanreaktion des 
alkoholischen Auszuges war negativ. 

Hingegen wurde für das Glutenin 1,08 Proz. Tryptophan gefunden, 
für Globulin 1 Proz. und für Albumin 1,20 Proz. 

Die Isolierung der einzelnen Proteine erfolgte genau wie beim Weizen- 
und Roggenmehl. 


Der Nachweis von Maismehl in Weizenmehl auf Grund der Tryptophan- 
bestimmung. 


Da dem Zein der Tryptophankomplex vollständig fehlt, und hin und 
wieder Verfälschungen von Weizenmehl durch Maismehl beobachtet werden, 
wurde versucht, eine Methode zu begründen, auf Grund der Tryptophan- 
bestimmung des alkohollöslichen Proteins jene Verfälschungen nachzu- 
weisen. Leider ist es wegen des verschiedenen Gehalts der einzelnen Mehle 
an alkohollöslichem Protein nicht möglich, eine einigermaßen quantitative 
Bestimmung zu treffen. Immerhin ist es angezeigt, falls der Tryptophan- 
gehalt des Weizengliadins auf 0,80 Proz. und weniger sinkt, auf einen 
größeren Zusatz von Maismehl eventuell auch Roggenmehl zu schließen. 
Bei der Untersuchung würde man am besten so verfahren, daß man mit 
einem Alkohol von 75 Proz., der 0,2 bis 0,3 Proz. Alkali enthält, das Gesamt- 
protein in Lösung bringt und durch Einleiten von CO, in Gliadin und 
Glutenin trennt, alsdann in der üblichen Weise die Tryptophanbestimmung 
des Gliadins zur Ausführung bringt. Dieses Verfahren ließ sich für Brot, 
dem Maismehl zugesetzt war, nicht in Anwendung bringen. Bei der Tryp- 
tophanreaktion des aus solchem Brot ausgezogenen Prolamins trat statt 
der sonst schön gelben Farbe ein brauner Mißton hervor, der sich mit 
der reinen Tryptophanlösung nicht vergleichen ließ. 


Zu bemerken ist, daß die Farbe des gelben Maises die Bestimmung 
nicht beeinträchtigt. In Gegenwart von Säure verschwindet sie voll- 
ständig. Umgekehrt haben wir bei dem weißen Mais die Beobachtung 
gemacht, daß nach dem Auszug mit alkalischem Alkohol die Schalen- 
partien sich goldgelb verfärbt hatten. 
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Gerstenmehl. 


Zur Untersuchung des Gerstenmehls ist nichts Besonderes zu bemerken. 
Die Untersuchung geschah in üblicher Weise und ergab für 


Albumin. . . . . . . 1,40 Proz. Tryptophan 

Globulin . . . . . . . 1,30 , D 

Hordem . . . . . . . 1,00 ,, >$ 

Glutenin . . . . . . . 121 ,, Ge I 
Hafermehl. 


Im Gegensatz zu den bisher untersuchten Mehlen fand sich im Hafer- 
mehl kein wasserlösliches Protein, wie auch verhältnismäßig wenig alkohol- 
lösliches Protein. Nur ungefähr 2g Protein konnten aus 100g Mehl 
isoliert werden, die aber nur Spuren einer Tryptophanreaktion ergaben. 
Vermutlich wird dieses Protein völlig frei von Tryptophan sein und die 
geringe Reaktion auf Verunreinigung durch andere Proteine zurück- 
zuführen sein. Im alkoholunlöslichen Rückstand, der die Hauptmasse des 
Proteins darstellt, fand sich dagegen 1,31 Proz. Tryptophan. 

An salzlóslichem Protein enthält das Hafermehl ebenfalls nur eine 
geringe Menge. Es konnten aus 100g nur 0,4g isoliert werden mit 
einem Gehalt von 1,10 Proz. Tryptophan. 


Reismehl. 


Im Reismehl war weder ein alkohollösliches noch ein wasserlösliches 
Protein festzustellen und nur geringe Mengen eines salzlöslichen Proteins 
mit einem Gehalt von 1 Proz. Tryptophan. 

Der Tryptophangehalt des Reiseiweißes wurde in der Weise festgestellt, 
daß zunächst das Reismehl 3 Stunden im Schüttelapparat mit der vier- 
fachen Menge n/10 NaOH geschüttelt, alsdann dekantiert wurde. Nun 
wurde von der alkalischen Lösung in der üblichen Weise Stickstoff bestimmt 
und der Gehalt an Tryptophan des so errechneten Gesamtproteins durch 
Kolorimetrie zu 1,25 Proz. ermittelt. 


Die Bestimmung des Tryptophangehalts im Eiweiß von Erbsen, Bohnen 
und Linsen. 


Da die überwiegende Menge des Eiweißes der Hülsenfrüchte aus salz- 
löslichem Globulin besteht, wurde die Untersuchung nur auf dieses Protein 
beschränkt. 

Die ganzen Samen wurden zunächst gemahlen, alsdann kurze Zeit 
mit einer lOproz. Kochsalzlösung extrahiert. Dabei ging das Protein 
reichlich in Lösung. In der Zentrifuge wurde es von den Samenresten befreit, 
und die Lösung der direkten Bestimmung unterzogen. 


Auf Grund der Analysenzahlen resultierte ein Tryptophangehalt für 


Erbsen... . . 2 . . . . . . von 1,10 Proz. 

Bohnen (Phaseolus) . . . . an 1,43 „ 

Linsen. e e e e ww 4 oi 1,35. yi 
Blumenkohl. 


Es erfolgte zum Schluß noch die Untersuchung eines Gemüses, das 
gerade in der Jahreszeit erhältlich war, nämlich des Blumenkohls, auf den 
Tryptophangehalt seines Gesamtproteins. 
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Der Blumenkohl wurde mittels einer Fleischhackmaschine zerrieben 
und diese Masse mit n/10 NaOH digeriert und die Bestimmung des Tryp- 
tophangehalts des in Lösung gegangenen Proteins ausgeführt. Es wurde 
für das Gesamteiweiß ein Gehalt von 1,60 Proz. Tryptophan gefunden. 


Wir lassen schließlich die mit Hilfe des neuen Verfahrens der Tryp- 
tophanbestimmung ermittelten Zahlenwerte nebst einigen Vergleichs- 
daten folgen. 





Tryptophangehalt der Proteine in Prozenten nach den Methoden von: 


Folin | May 
und Looney! und Rose 


Tillmans | Fürth, Nobel 


Art des Nahrungsmittels, bzw. Proteins und AR |, ‚und: Lieben 
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' "Te irth, Nobel “olin 
Art des Nahrungsmittels i aA | Ee ma GC | und Rose 

Erbsen (Globulin) . . .. - . 110 1,79 — 1,05 
Bohnen, A QUTU e S SS . 143 1,86 — — 
Linsen, ee s "1,35 2,36 — — 
Blumenkohl ......... ' 1.60 — — — 
Myosine: I 

Ochsenfleisch . . . . . . - 1,43 — — — 

Pferdefleisch . . .... +. - ' 1,40 — — — 

Kalbfleisch . . . . . - . . = 1,70 — — — 

Schweinefleisch . . . . . . 1,80 — — — 

Leber (Ochsen) . . . . . . | 1,76 — — — 

Lunge (Kalb) . ...... . . 1,90 — — — 


Zusammenfassung der Ergebnisse. | 

Die Ergebnisse unserer Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen : 

1. Die bisherigen Versuche zur Tryptophanbestimmung in Pro- 
teinen lieferten mit wenigen Ausnahmen keine zuverlässigen Werte. 
Die Methode Fürth und Nobel, die auf der Reaktion Voisenet basiert 
ist, ist als quantitative Methode auszuschalten. Es besteht eine zu 
geringe Gleichheit im Farbentone von reiner Tryptophanlösung, die 
blauviolett, und Eiweißlösung, die rotviolett ist. Infolgedessen ist 
der direkte Vergleich nicht durchführbar. Die von den Autoren emp- 
fohlene Anwendung eines Blauglasfilters hilft über diese Schwierigkeit 
nicht hinweg. Ein Blauglas löscht die roten Strahlen der Eiweißlösung 
aus, diese erscheint dunkler und täuscht für das Protein einen zu hohen 
Tryptophangehalt vor. So werden nach dieser Methode viel zu hohe 
Werte für Tryptophan gefunden. 

2. Die Methoden von May und Rose und Folin und Looney, die 
erst in jüngster Zeit in Deutschland bekannt wurden, als diese Arbeit 
im wesentlichen fertig war, liefern anscheinend ganz zuverlässige Werte, 
die wir zum Teil bei u::seren Untersuchungen bestätigt fanden. Jedoch 
sind ihre Methoden ziemlich langwierig und umständlich auszuführen. 
Infolgedessen kann man den gelinden Zweifel nicht unterdrücken, ob 
nicht die Hydrolysen sowie die umständliche Isolierung des Tryptophans 
nach der Methode Folin die quantitative Genauigkeit mitunter be- 
einträchtigen könnte. 

3. Die Eiweißreaktion mit Formol und Schwefelsäure, auf der die 
neue Methode zur Bestimmung des Tryptophans in Proteinen auf- 
gebaut wurde, ist frei von den Mängeln, die der Reaktion Voisenet 
anhaften, und besitzt vor allen Dingen weitgehende Übereinstimmung 
im Farbenton von reiner Tryptophanlösung und Eiweißlösung. Gegen- 
über den Methoden von May und Rose und Folin und Looney zeichnet 
sie sich durch viel größere Einfachheit aus. Sie ermöglicht die un- 
mittelbare Bestimmung des Tryptopnans ohne vorhergehende Auf- 
spaltung des Eiweißkörpers. 
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4. Die Ergebnisse der Untersuchung der Proteine der wichtigsten 
Nahrungsmittel gaben Aufschluß über das Verhältnis der einzelnen 
Proteine hinsichtlich ihres Gehaltes an Tryptophan. So zeichnen sich 
die Proteine der Frauenmilch durch einen höheren Tryptophangehalt 
aus als die Proteine von Kuh- und Ziegeninilch, was physiologisch von 
Bedeutung ist. Auf Grund des Tryptophangehaltes konnte zwischen den 
Proteinen der Kuh- und Ziegenmilch kein Unterschied festgestellt 
werden. Die Tryptophanbestimmung von Käse ergab, daß das Tryp- 
tophan durch den Reifungsprozeß keine Veränderung erleidet. 

Nebenbei wurden bei den Untersuchungen der Proteine der Milch 
das Prinzip der sogenannten Fritzmannschen Reaktion, die zum Nachweis 
von Nitraten in Milch dient, aufgeklärt. Die Reaktion konnte als eine 
spezifische Tryptophanreaktion identifiziert werden. 

5. Die Tryptophanbestimmung der Myosine von Fleisch ver- 
schiedener Schlachttiere ergaben keine großen Unterschiede. Die 
Hoffnung, einen Unterschied zwischen Pferdefleisch und Ochsenfleisch 
zu finden, ging nicht in Erfüllung. Die Myosine haben fast den gleichen 
Gehalt an Tryptophan. 

6. Der Tryptophangehalt der Weizenproteine liegt im allgemeinen 
höher als der der Roggenproteine, woraus folgt, daß diese Körper nicht 
identisch sind. Allerdings sind die Unterschiede nicht so groß, daß auf 
Grund dessen eine Unterscheidung der Proteine möglich wäre. Gleich- 
:zeitig fand die Ansicht der Forscher, wonach das Protein des Weizen- 
und Roggenmehles aus vier verschiedenen Bestandteilen sich zusammen- 
setzt, ihre Bestätigung. Auf Grund der Extraktionsversuche war es 
möglich, Einblick in die Löslichkeit der einzelnen Proteine zu gewinnen 
und Richtlinien aufzustellen, nach denen eine Isolierung zu er- 
folgen hat. 

7. Die Untersuchung des Maismehles bestätigte die Tatsache, daB 
dem Zein der Tryptophankomplex fehlt. Infolgedessen ist es möglich, 
Verfälschungen von Weizenmehl durch Maismehl auf Grund der Er- 
mittlung des Tryptophangehaltes des alkohollöslichen Proteins fest- 
zustellen. Er darf für ein Weizenmehl nicht unter 0,80 Proz. liegen. 

8. Der Tryptophangehalt der Proteine der übrigen Cerealiensamen 
ist im großen und ganzen von denen des Weizen- und Roggenmehles 
nicht verschieden. Ebenso besitzen die Proteine der Leguminosen- 
samen fast den gleichen Gehalt an Tryptophan. 

Auf Grund der Versuchsresultate, die mit den nach anderen Me- 
thoden erzielten Werten zum Teil in Übereinstimmung stehen, darf man 
zu dem Schluß kommen, daß in dem neuen Verfahren eine sichere 
Grundlage geschaffen ist, die in einfacher Weise eine unmittelbare 
quantitative Bestimmung des Tryptophans in Proteinen gewährleistet. 


Eine kolorimetrische Mikromethode 
zur quantitativen Bestimmung der Milchsäure im Blut. 


Von 
Bruno Mendel und Ingeborg Goldscheider. 


(Aus der 111. medizinischen Klinik der Universität Berlin.) 
(Eingegangen am 10. August 1925.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Es erübrigt sich, in dieser Zeitschrift auf die Bedeutung der Milch- 
säure im Stoffwechsel hinzuweisen und die Einzelgebiete der Physiologie 
und Pathologie zu nennen, deren Verständnis durch quantitative Milch- 
säureanalysen gefördert werden kann. 

Als wir uns die Aufgabe stellten, den Milchsäuregehalt des Blutes 
unter normalen und pathologisch-physiologischen Bedingungen syste- 
matisch zu verfolgen, waren wir genötigt, zunächst eine geeignete 
Methode der Milchsäurebestimmung auszuarbeiten. 

Der quantitative Milchsäurenachweis kann gravimetrisch, titri- 
metrisch oder kolorimetrisch geführt werden. 


Die älteste Methode ist die gewichtsanalytische, bei der die Milchsáure 
als schwerlösliches Zinksalz gefällt wird [Ernbden und Kraus (1)]. Diese 
Methode wird kaum noch angewandt, da sie nur mit großen Blutmengen 
durchgeführt werden kann und eine umständliche Isolierung der Milchsäure 
erfordert. Die erste T'itrationsmethode stammt von v. Fürth und Charnass (2). 
Sie ist von Embden und seinen Schülern verbessert, heute aber zugunsten 
der ihr ähnlichen Clausenschen (3) Methode verlassen worden. Diese 
Methode, die von Hirsch-Kauffmann (4) mit einigen Änderungen in Deutsch- 
land eingeführt, kurze Zeit zuvor aber auch von Meyerhof (5) beschrieben 
worden ist, hat sich heute wohl am meisten eingebürgert; sie beruht auf 
folgendem Prinzip: Die Milchsäure wird in saurer Lösung mit Kaliumper- 
manganat zu Acetaldehyd oxydiert; dieser wird abdestilliert und in ge- 
messener Menge titrierter Bisulfitlösung aufgefangen. Die nicht an Aldehyd 
gebundene Bisulfitmenge wird durch Titration mit Jodlösung ermittelt. 
Zum Milchsäurenachweis nach dieser Vorschrift sind — nach Hirsch- 
Kauffmann — mindestens 20 com Blut erforderlich; die Ausführung dauert 
etwa 24 Stunden. Von den kolorimetrischen Methoden, die, wie es scheint, 
kaum angewandt werden, möchten wir nur die von Harrop (6) beschriebene 
nennen. 

Diese Methode ist -— wie die unsere — auf der Erfahrung aufgebaut, 
daß Acetaldehyd sich mit Phenolen oder Alkaloiden der Morphiumgruppe 


11* 
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zu einem farbigen Produkt kondensiert [Deniges (7)]. Wir haben uns viele 
Monate bemüht, Milchsäure im Blut nach der Vorschrift Harrops zu be- 
stimmen, sind aber in mehreren hundert Versuchen, trotz vielfältiger kleiner 
Änderungen, nicht zum Ziele gelangt. Einer der wesentlichsten Fehler 
dieser Methode liegt darin, daß das Blut, nachdem es in dem dreifachen 
Volumen 10proz. Kupfersulfatlösung aufgefangen worden ist, durch Er, 
hitzen enteiweißt wird. Selbst wenn man davon absieht, daß bei der Hitze- 
koagulation der Eiweißkörper große Mengen Milchsäure durch Bindung 
an das Eiweiß der Bestimmung entgehen [Mondschein (8)], so muß dieses 
Verfahren schon deshalb als untauglich bezeichnet werden, weiles höchstens 
im Serum, nicht aber im Gesamtblut zu vollkommener Eiweißfreiheit 
führt. Versetzt man nämlich, der Vorschrift Harrops folgend, das Blut- 
Kupfersulfatgemisch nach dem Erhitzen mit Calciumhydroxyd und filtriert, 
so verrät das Filtrat schon durch eine rotviolette Opaleszenz (Biuretreaktion) 
seinen Eiweißgehalt. Spuren Eiweiß hemmen aber die Entwicklung des 
Farbkörpers, der bei der Kondensation von Acetaldehyd mit Guajakol 
entsteht und der als Maß des vorhandenen Aldehyds dienen soll. Die 
Methode von Harrop muß also als unbrauchbar bezeichnet werden. 


Die Methode, die wir suchten, mußte sich zu Serienbestimmungen 
eignen, d. h. mit geringen Mengen Gesamtblutes schnell durchzuführen sein. 

Diesen Anforderungen entspricht das Verfahren, welches wir hier 
mitteilen. Wir werden zunächst das Prinzip und die Ausführung unserer 
Mlichsäurebestimmung im Zusammenhang beschreiben und erst damn 
unsere Vorschrift im einzelnen erläutern. 


A. Prinzip. 


Aus dem durch Metaphosphorsäure enteiweißten Blute werden 
die Kohlenhydrate durch Kupfer-Kalkfällung [Salkowski-v. Slyke (9)) 
entfernt. Die Milchsäure wird durch heiße konzentrierte Schwefelsäure 
in Acetaldehyd übergeführt [s. Deniges (7)]. Die nach Veratrolzusatz 
auftretende Rotfärbung entspricht in ihrer Stärke der Menge des ge- 
bildeten Aldehyds. 


B. Erforderliche Reagenzien. 


proz. Metaphosphorsäure, frisch hergestellt aus Acidum phos- 
phoricum glaciale (Kahlbaum). 

Kaltgesättigte Kupfersulfatlösung, 1:1 mit Aqua dest. verdünnt. 

Calciumhydroxyd pro analys. (Kahlbaum). 

Acid. sulfur. conc. pro analys. acidi lactici (Kahlbaum)!). 

0,125proz. Veratrol (Kahlbaum), in Alkohol abs. 99,8 Proz. gelöst. 


1) Diese Schwefelsäure muß auf ihre Brauchbarkeit hin in der Weise 
geprüft werden, daß zu etwa 3 cem 0,1 ccm einer 0,125proz. Veratrollösung 
zugesetzt wird. Färbt sich die Schwefelsäure dann in einigen Minuten gelb- 
grün, so Ist sie nicht zu verwerten. Wahrscheinlich beruht diese Färbung 
auf Verunreinigung durch Nitrate oder Nitrite. 
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C. Ausfúhrung. 


1. Blutentnahme: Leem Blut wird — zur Bestimmung des Milch- 
sáureruhewertes nach mindestens halbstündiger vorsátzlicher Muskel- 
ruhe — aus einer ungestauten Vene entnommen. Das Blut ist sofort in 
folgender Weise zu verarbeiten: 

2. Enteiweißung: l cem Blut + 6ccm Aqua dest. + Leem 
Metaphosphorsäure. Kräftig schütteln. Einige Minuten stehenlassen. 
Filtrieren. 

3. Entfernung der Kohlenhydrate: 4ccm von dem wasserklaren, 
eiweißfreien (Probe mit Sulfosalicylsáure) Filtrat kommen in ein 
Zentrifugenglas. Hierzu 1 ccm Kupfersulfat und 1 g Calciumhydroxyd. 
30 Minuten stehenlassen; während dieser Zeit mehrmals kräftig auf- 
schütteln. Zentrifugieren. 

4. Überführung der Milchsäure in Acetaldehyd: Von der über- 
stehenden wasserklaren, farblosen, zuckerfreien (Probe mit a-Naphthol) 
Flüssigkeit werden mit der Pipette 0,5 ccm vorsichtig abgehoben und 
in ein mit Schwefelsäure und Aqua dest. gereinigtes, absolut trockenes 
Reagenzglas gebracht. Unter Kühlen in Eiswasser und Schütteln 
werden 3ccm der oben angegebenen Schwefelsäure tropfenweise zu- 
gesetzt. Dann wird die Flüssigkeit genau 4 Minuten in siedendem 
Wasser erhitzt und sofort in Eiswasser gekühlt. 


5. Kolorimetrische Bestimmung: Nach weiteren 2 Minuten wird 
Genau 0,1 ccm der Veratrollösung zugesetzt und kurz geschüttelt. In 
der bis dahin farblosen Flüssigkeit tritt allmählich eine dem Milch- 
säuregehalt entsprechende Rotfärbung auf, die nach genau 20 Minuten 
im Authenrieth-Kolorimeter abgelesen wird. 


Erläuterung des Arbeitsganges. 


Zu 1. Ähnlich wie bei der Bestimmung des Blutzuckers ocer der 
Alkalireserve sind bei der Blutentnahme zur Bestimmung der Milchsäure 
gewise Regeln zu beachten. 


a) Bekanntlich entstehen bei der Muskelkontraktion große Mengen 
Milchsäure. Erst nach längerer völliger Muskelruhe stellt sich der Milch- 
säuregehalt des Blutes auf einen bestimmten Wert ein und bleibt dann bei 
längerer Muskelruhe konstant. Diesen Wert bezeichnen wir als den ,, Ruhe- 
wert“. Will man den Ruhewert bestimmen, so muß das Individuum eine 
gewisse Zeit zuvor in absoluter Muskelruhe verharrt haben: Handelt es 
sich um einen Bettlägerigen, so genügen einige Minuten vorsätzlicher 
Muskelruhe; war Muskelarbeit von kurzer Dauer vorangegangen, so sind 
etwa 40 Minuten vorsätzlicher Muskelruhe erforderlich, während nach 
Muskelarbeit von längerer Dauer, z. B. nach einem weiteren Marsch, eine 
mindestens 1%, stündige Muskelruhe vor der Blutentnahme einzuhalten ist. 


Zu diesen Regeln sind wir auf Grund von Versuchen gelangt, die wir 
a. a. O. (10) ausführlich beschrieben haben. Wir beschränken uns hier 
darauf, zwei Beispiele anzuführen (Abb. 1 und 2). 
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Selbstverstándlich ist auch darauf zu achten, daß jede Kontraktion 
der Armmuskeln, die, wie das folgende Beispiel zeigt, zu einer Milchsäure- 
vermehrung führt, bei der Blutentnahme unterbleibt. 
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Minuten nach der Muskelleistung Minuten nach Beendigung des Marsches 
Abb. 1. Abb. 2. 
Blutmilchsaure vor und nach Kurz Blutmilchsáure vor und nach langdauernder 
dauernder kräftiger Muskelleistung Muskelarbeit (6km Marsch auf ebener Erde 
(Treppensteigen 15 m in 40 Sekunden). in 60 Minuten). 


Blutentnahme am schlaffen Arm . . . 10,5 mg-Proz. Milchsäure 
Unmittelbar darauf folgende Blutent- 

nahme bei willkürlicher Anspannung 

der Armmuskulatur . . . . . . .. 13,5 ee ss 

b) Staut man die Venen, so steigt, wie wir durch frühere Versuche (11) 
nachgewiesen haben, der Milchsäuregehalt des Venenblutes im gestauten 
Gebiet, auch dann, wenn der Stauungsdruck unter dem diastolischen 
Arteriendruck gehalten wird. Wir führen folgende Versuche an, die an der- 
selben Person ausgeführt wurden: 

Ohne Stauung . +... 2 . . . . . . I0  mg-Proz. Milchsäure 

Unmittelbar darauf: 

Stauung 10 mm Hg unter dem diastoli- 
schen Druck während l Minute. . . . 13,5 En 
Gleichzeitig am anderen Arm: 
Stauung 10 mm Hg über den systolischen 
Druck hinaus während 1Minute . . . 15,0 Se 

Wünscht man den Ruhewert zu bestimmen, so muß also die end 
ohne Stauung punktiert werden. 

c) In einer früheren Arbeit (12) hatten wir mitgeteilt, daß der Milch- 
säuregehalt des Blutes stoffwechselgesunder Individuen nach Zufuhr von 
Traubenzucker — unabhängig von der Blutzuckerschwankung — konstant 
bleibt. Bei der Fortführung dieser Versuche hat es sich aber herausgestellt, 
daß der Milchsäuregehalt des Blutes geringe Schwankungen aufweist, wenn 
man den Organismus mit großen Gaben schnell resorbierbarer Kohlen- 
hydrate über das gewohnte Maß hinaus belastet. Wir raten deshalb, die 
Blutentnahme zur Bestimmung des Milchsäureruhewertes morgens nüchtern 
vorzunehmen. 

Zu 2. Wie schon Fries (13) festgestellt hat, nimmt die Milchsäure im 
Blut — außerhalb des Körpers -— in kurzer Zeit beträchtlich zu. Die Menge 
der gebildeten Milchsäure ist der des verschwundenen Zuckers ungefähr 
áquivalent [Kraske (14), Kondo (15)]. Die Milchsäurebildung erfolgt nur 
bei Anwesenheit der Formbestandteile des Blutes [v. Noorden jun. (16). 
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Da wir zur Bestimmung Gesamtblut verwenden, verarbeiten wir, um 
Fehler durch Glykolyse zu vermeiden, das Blut sofort nach der Entnahme. 
Es erübrigt sich daher der Zusatz gerinnungshemmender Substanzen. 


Zur Entfernung der Eiweißkörper muß eine frisch bereitete Meta- 
phosphorsäurelösung!) benutzt werden. Eine Lösung, die schon länger 
als 36 Stunden steht, entfernt zwar noch das Eiweiß, führt aber zu einer 
störenden Gelbfárbung des Filtrates. Nach 48 Stunden hat sich die Lösung 
meist schon so sehr verändert, daß sie zur Enteiweißung unbrauchbar ist. 
Da sich die Metaphosphorsäure schwer löst, empfehlen wir, die Lösung am 
Tage vor ihrer Verwendung anzusetzen. 


Die vollkommene Entfernung der Eiweißkörper gelingt fast stets 
sogleich. Dennoch ist es ratsam, einen der ersten Tropfen des Filtrats in 
2Oproz. Sulfosalicylsáure fallen zulassen und die Flüssigkeit, wenn sie 
noch nicht eiweißfrei sein sollte, noch einmal in das Filter zurück- 
zugießen. 

Bei der Eiweißentfernung geht immer ein kleiner, aber ziemlich kon- 
stanter Teil der Milchsäure verloren. Dieser Fehler scheint allen Ent- 
eiweißungsverfahren anzuhaften. 


Wie die graphische Darstellung zeigt, ist der Verlust an Milchsäure 
um so geringer, je mehr man das Blut vor der Enteiweißung verdünnt. 

Dasselbe Blut wurde vor dem Zu- 
satz von Metaphosphorsäure drei-, vier-, 
sechs- und achtfach verdünnt. Die Or- 
dinate gibt die Skaleneinteilung auf 
dem Authenrieth - Kolorimeter wieder. 
Auf der Kurvea liegen die Werte, welche 80 
wir bei der Bestimmung von Milch- 
säurelösungen gefunden haben, die, 
einer dreifachen Blutverdünnung vor 
der Enteiweißung entsprechend, unter 
Berücksichtigung des 25 vol.-proz. Zu- 
satzes von Kupfersulfat verdünnt wor- Milchsäure 
den waren. Die Kurven b, c und d (vier-, ADB 
sechs- und achtfache Blutverdünnung) sind durch Berechnung gewonnen. 

Die Verbindungslinie der Werte, die wir bei der Bestimmung des drei-, 
vier-, sechs- und achtfach verdünnten Blutes gefunden haben, verläuft 
nicht senkrecht zur Abszisse, wie es bei einem in allen Versuchen gleich- 
mäßigen Milchsäureverlust zu erwarten wäre. ` Der Fehler bei dreifacher 
Blutverdünnung ist erheblich größer als bei achtfacher Blutverdünnung. 
Aber auch bei achtfacher Verdünnung wird bei der Enteiweißung Milchsäure 
zurückgehalten. 

In zahlreichen Versuchen, in denen wir dem Blute Milchsäure zusetzten, 
betrug der Verlust höchstens 5 Proz., durchschnittlich gingen 3 Proz. der 
zugesetzten Milchsäure verloren. Wir führen einige Versuche an (siehe die 
Tabelle auf folgender Seite). 


Nach unserer Erfahrung ist der Milchsäureverlust bei der Enteiweißung 
die einzige unvermeidbare Fehlerquelle der Methode. 


700 





1) Die Metaphosphorsäurekristalle müssen wasserklar sein; trübe 
Kristalle sind nicht zu verwerten. Brauchbare Metaphosphorsäure löst 
sich mit Knacken unter Absprengung kleinster Teilchen. 
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Milchsäuregehal ilchsä t 
u Blutes ; | eeh p PEB ii masu 

mgeProz. ' mg-Proz. mg-Proz. 
12 | 8 | 2 
12 16 28,5 
12 32 43 
26 3 | 29 
26 6 32 
26 | 12 | 38 
26 I 94 49 


Zu 3. Wir haben uns in zahlreichen Versuchen mit Hilfe der empfind- 
lichen Probe von Molisch (mit a-Naphthol und Unterschichtung mit kon- 
zentrierter Schwefelsäure) davon überzeugt, daß bei der Anwendung von 
Kupfersulfat und Calciumhydroxyd (Salkowski und van Slyke) in den von 
uns angegebenen Mengenverháltnissen alle Kohlenhydrate zurückgehalten 
werden. 

Als noch empfindlichere Zuckerprobe hat sich uns folgendes Verfahren 
bewährt: Setzt man unter Schütteln in Eis zu 3 cem konzentrierter Schwefel- 
sáure pro analysi tropfenweise 0,5 cem einer weniger als 100 mg-proz. 
Zuckerlösung, erhitzt das Gemisch einige Minuten in siedendem Wasser 
und setzt nach Abkühlen in Eis 0,1 cem einer 0,125proz. Veratrollósung zu, 
so entwickelt sich eine Rotfärbung, deren Stärke dem Zuckergehalt ent- 
spricht. 

Mit dieser Probe, die noch geringere Mengen als 0,5 mg-Proz. Zucker 
anzeigt, haben wir nachgewiesen, daß selbst 1000mg-proz. Glucoselösungen 
durch die Kupfer-Kalkfällung zuckerfrei werden. 


Bei diesem Verfahren der Kohlenhydratentfernung geht, wie auch Hill (17) 
und Hirsch-Kauffmann festgestellt haben, keine Melchsäure verloren. 


Zu 4. Die über dem Zentrifugat stehende Flüssigkeit ist oft mit einem 
dünnen Kupfer-Kalkhäutchen bedeckt, das auch bei wiederholtem Zentri- 
fugieren nicht verschwindet. Bei der Entnahme der Flüssigkeit sticht man 
durch das Häutchen hindurch, wobei darauf zu achten ist, daß keine Kupfer- 
Kalkteilchen in die Pipette gelangen; die eventuell außen an der Pipette 
haftenden Teilchen werden abgestreift. Man kann auch die überstehende 
Flüssigkeit durch ein kleines feinporiges Glasfilter filtrieren. Keinestfalls 
darf ein Papierfilter benutzt werden, da die Filtration auch durch die besten 
Filter stets zu einer unspezifischen, von dem Milchsäuregehalt der Flüssigkeit 
unabhängigen Veratrölrotfärbung führt. 


Es ist aufs peinlichste darauf zu achten, daß die kupfer-kalkfreie 
Flüssigkeit mit einer sauberen Pipette in ein absolut sauberes und trockenes 
Reagenzglas gebracht wird: die Pipette wird vor jeder Bestimmung zu- 
nächst mit konzentrierter Schwefelsäure und dann bis zur Säurefreiheit 
mit destilliertem Wasser durchspült. Die Reagenzgláser sind mit heißer 
Schwefelsäure zu säubern. (Man gießt einige Kubikzentimeter Schwetel- 
säure in das Glas, das schon etwas Wasser enthält.) Dann werden die 
Gläser mit destilliertem Wasser gründlich ausgespült und über der Flamme 
oder im Trockenschrank vollkommen getrocknet. 


Wir haben das Reinigen und Trocknen der Pipetten und Gläser so 
ausführlich beschrieben, weil wir befürchten, daß gerade diese Vorschrift 
nicht genügend beachtet werden wird. Bleiben auch nur Spuren organischer 
Substanz im Glase zurück, so verbrennen sie in der heißen Schwefelsäure. 


Kolorimetrische Mikromethode zur quantitativen Bestimmung usw. 169 


- und es tritt auf Veratrolzusatz an Stelle der leuchtend klaren Rotfärbung 
eine schmutzig graurote oder grüne, nicht ablesbare Farbe auf. 

Wie sehr das Ergebnis der Milchsäurebestimmung von der Trockenheit 
des Reagenzglases abhängt, zeigt folgender Versuch: 








| Auf dem Kolorimeter | bedeutet mg-Proz. 








abgelesene Zahl | Milchsäure. 
Kräftig ausgeschwenktes, aber | 
nicht über der Flamme ge- | 
trocknetes Glas .. . . . . ` 69 f 20,5 
Absolut trockenes Glas. . . . 64 | 24,0 


Sind auch nur Spuren Wasser im Glase, so wird unter im übrigen 
gleichen Versuchsbedingungen weniger Aldehyd gebildet. 

Wir haben in der Vorschrift angegeben, daß die Schwefelsäure genau 
4 Minuten in siedendem Wasser erhitzt werden soll. In Versuchen, in denen 
wir die Verweildauer im Wasser- 
bade von 1 bis zu 8 Minuten ver- 
längerten, haben wir, wie die 
kurvenmäßige Darstellung zeigt, 
festgestellt, daß das Maximum der 
Aldehydbildung — bei den bei Blut- 
bestimmungen in Betracht kom- 








menden Milchsäurekonzentrationen N 
— in vier Minuten erreicht ist. 7 A A A 
Kürzeres Erhitzen führt also zu 5 | 29 mg % ige Milchsäurelosung 
Fehlern, längeres Erhitzen ist Š | 
nutzlos. i E 
Da Acetaldehyd bei 222 C 3 
siedet, war zu befürchten, daß er 
im Wasserbade — wenigstens zu 
einem Teil — entweichen würde. 


Wir konnten aber in zahlreichen 
Versuchen, in denen wir 0,5 bis 





10 mg-proz. Acetaldehydlösungen 1004 x x VER 
mit konzentrierter Schwefelsäure im Wasserbad 
5 Min. lang in siedendem Wasser Abb. 4. 


erhitzten, nach Veratrolzusatz 
keinen Farbunterschied gegenüber nicht erhitzten Kontrollen feststellen. 

Es ist darauf zu achten, daß die Schwefelsäure in stets verschlossener 
Flasche gehalten wird; denn der Grad der Aldehydbildung ist, wie die 
folgenden Versuche zeigen, in hohem Maße von der Konzentration der 
Schwefelsäure abhängig. In diesen Versuchen haben wir zu 0,5ccm der 
gleichen Milchsäurelösung 1, 2, 2,5 und 3 cem konzentrierter Schwefelsäure 
zugesetzt. Die Milchsäurewerte sind auf einer Kurve abgelesen, deren Verlauf 
den Werten entspricht, die sich bei Zusatz von 3 ccm konzentrierter Schwefel- 
saure zu 0,5 cem verschieden konzentrierter Milchsäurelösungen ergeben 
haben (siehe die Tabelle auf folgender Seite). 

In der 66proz. Schwefelsäure kommt es überhaupt nicht zu einer 
nachweisbaren Aldehydbildung; in der 80 proz. ist die Aldehydbildung um 
etwa 28 Proz., in der 83proz. um etwa 16 Proz. geringer als in der 85proz. 
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1. 0,5cem 16 mg-proz. Milchsäure- ‚4 Minuten Wasser- Die Farbstärke ent- 
lösung + 1l cem konz. Schwefelsäure, bad+ 1Tropfen| spricht der einer 
(Schwefelsáuregehalt der Flüssig- | 2*/, proz. Vera-; Milchsäurelösung 


keit etwa 66 Proz.) trollósung von 0 mg-Proz. 
2. 0,5ccom 16 mg-proz. Milchsáure- ` Dasselbe ¡Die Farbstárke ent- 
lósung + 2 cem konz. Schwefelsáure ' spricht der einer 
(Schwefelsäuregehalt der Flüssig- ‚ Milchsäurelösung 
keit etwa 80 Proz.) . von11,5 mg-Proz. 
3. 0,5 cem 16 mg-proz. Milchsäure- ` Dasselbe Die Farbstárke ent- 
lösung + 2,5 cem konz. Schwefel- ` spricht «der einer 
sáure (Schwefelsáuregehalt der- ; Milchsäurelösung 
Flüssigkeit etwa 83 Proz.) | - von13,5 mg-Proz. 
4. 0,5cem 16 mg-Proz. Milchsäure- | Dasselbe Die Farbstárke ent- 
lösung + 3 cem konz. Schwefelsäure spricht der einer 
(Schwefelsäuregehalt der Flüssig- | | Milchsäurelösung 
keit etwa 85 Proz.). | - von 16,0 mg-Proz. 


Bei höherer Konzentration der Schwefelsäure tritt nach Veratrolzusatz 
an Stelle der roten eine graugrüne Färbung auf. 

In diesen vier Versuchen haben wir — ohne die Änderung der Flüssig- 
keitsmenge zu berücksichtigen — stets einen Tropfen einer 21 proz. Veratrol- 
lösung zugefügt: zum Beweis, daß die Verschiedenheit der Versuchs- 
resultate nicht auf dem Wechsel der Veratrolkonzentration beruht, führen 
wir den folgenden Versuch an, eine Wiederholung des Versuchs 3, aber mit 
Zusatz von zwei Tropfen der Veratrollösung ausgeführt. 








6. 0,5 ccm 16 mg-proz. Milchsäure- 4 MinutenWasser- Die Farbstärke ent- 
lösung + 2,5 ccm konz. Schwefel- | bad + 2 Tropfen spricht der einer 
säure (Schwefelsäuregehalt der 21/, proz. Vera-| Milchsáurelósune 
Flüssigkeit etwa 83 Proz.) trollösung , von 10 mg-Proz. 


Trotz gleicher Veratrolkonzentration ist die Rotfärbung stärker als 
in Versuch 1; die Färbung ist aber schwächer als in Versuch 3, der sich von 
Versuch 5 allein dadurch unterscheidet, daß nur die Hälfte der Veratrol- 
menge zugesetzt worden ist. 

Zu 5. Bei diesem Versuch machten wir 
also die bemerkenswerte Erfahrung, daß die 
Stärke der Rotfärbung mit steigender Veratrol- 
menge abnimmt. In der nebenstehenden Kurve 
sind die Resultate zusammengestellt, die wir 
bei Zusatz von 1, 2, 3, 4 und 5 Tropfen einer 
21, proz. Veratrollösung erhalten haben. 

Die Ordinate gibt die Skaleneinteilunz 
auf dem Authenrieth-Kolorimeter wieder. Die 
stärkste Farbe tritt bei Zusatz eines Tropiens. 
die schwächste bei Zusatz von 5 Tropfen 
Veratrol auf. 

In weiteren Versuchen haben wir die Farb- 
stärke bei Zusatz ron Veratrollösungen in steigender Konzentration beobachtet. 
Es wurde aus der gleichen Pipette stets ein Tropfen der betreffenden 
Veratrollösung zugesetzt. 

Wie die graphische Darstellung (Abb. 6) zeigt, tritt die stärkste Farb- 
reaktion bei Zusatz einer Iproz. Veratrollösung auf. Mit stärkerer und ge: 
ringerer Konzentration wird die Farbreaktion schwächer: außerdem ändert sich 
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der Farbton; mit fallender Veratrolkonzentration geht die Farbe mehr und mehr 
von Rot in Orange, mit steigender Veratrolkonzentration von Rot in Violett über. 
Die Kurve zeigt Unregelmäßigkeiten, die wir auf geringe — auch bei 
Benutzung einer Patenttropfflasche unvermeidbare — Größenunterschiede 
der einzelnen Veratroltropfen zurückführen. Wir sind deshalb von der 
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Abb. 6. Abb. 7. 
zuerst angewandten Tropfmethode abgekommen und setzen jetzt das 
Veratrol in schwächerer Konzentration, aber genau abgemessener Menge zu. 

Die Kurve (Abb. 7) zeigt, daß bei Zusatz von 0,1ccm einer alkoholischen 
Veratrollösung die stärkste Farbreaktion bei einem Veratrolgehalt von 
0,125 Proz. erfolgt. I 

Auch hier ándert sich der Farbton, wenn man sich von der optimalen 
Veratrolkonzentration entfernt. 

Die mit einer Kapillarpipette genau abgemessene Veratrolmenge 
wird unter Kühlen in Eiswasser tropfenweise zugesetzt und das Gemisch 
kurz geschüttelt. Die Farbstärke muß nach genau 29 Minuten abgelesen 
werden, da sich Farbstärke und Farbton bei längerem Stehen ändern. 


Eichung des Keis. 

Der Keil wird mit einer verdünnten alkoholischen Karbol-Fuchsin- 
lösung gefüllt, zu der man einen Tropfen einer stark verdünnten Lösung 
von Orange @ hinzufügt. Zur Eichung des Keiles wird die wässerige 
Lösung eines reinen milchsauren Salzes verwendet, welches vorher bis 
zur Gewichtskonstanz zu trocknen ist. Da die Enteiweißung und Ent- 
fernung der Kohlenhydrate bei der Eichung des Keiles mit Milchsáure- 
lösungen fortfällt, sind diese selbstverständlich — wie das Blut — 
zehnfach zu verdünnen. 


Milchsáurebestimmung in Yo con Blut. 


Man wird fast immer 1 cem Blut zur Bestimmung erhalten kónnen; 
in besonderen Fällen kann die Bestimmung aber auch in 1% cem Blut 
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durchgeführt werden. Bei der Entfernung von Eiweiß und Zucker sind 
dann die Mengen aller Reagenzien auf die Hälfte zu reduzieren, so daß 
die Mengenverhältnisse sich gegenüber der Bestimmung in 1 ccm Blut 
nicht ändern. Zur Überführung der Milchsäure in Aldehyd wird — 
ebenso wie bei der Bestimmung in l ccm Blut — LA ccm der eiweib- 
und zuckerfreien Blutflüssigkeit verwandt. 


Die Empfindlichkeusgrenze unserer Probe. 


Mit unserer Probe gibt Milchsäure bis zu einer Verdünnung von 
1: 200000 eine gut ablesbare Farbe; bei weiterer Verdünnung bis zu 
1 : 400000 tritt noch eine deutliche Rotfärbung auf. 

Da das Blut zehnfach verdünnt wird, so liegt die unterste Grenze 
der exakten Bestimmung bei einem Milchsäuregehalt von 5 mg-Proz.?). 
Wir haben aber noch nie weniger als 7,5 mg-Proz. Milchsäure im Blute 
gefunden, so daß wir annehmen können, daß die untere Grenze der 
Reaktionsbreite unserer Probe für alle Bestimmungen im Blute tief 
genug liegt. 


Die Spezifität unserer Probe. 


Wir haben es natürlich nicht versäumt, zu prüfen, ob nicht auch 
andere im Blute vorkommende organische Substanzen bei Anwendung 
unserer Methode zu der gleichen Farbreaktion führen wie die Milchsäure. 

Mit Aceton, B-Oxybuttersäure, Acetessigsäure, Harnstoff, Harnsäure, 
Kreatin, Kreatinin, Glykokoll, Alanin und Propionsäure haben wir keine 
* Rotfärbung erhalten. Nur Acetaldehyd, Formaldehyd und Brenztrauben- 
säure führen zu einer Rotfärbung, aber — im Gegensatz zur Milchsäure — 
schon vor dem Erhitzen im Wasserbad. Diese Substanzen kommen 
aber, da sie nur in außerordentlich geringer Menge im Blute vorhanden 
sind, als Fehlerquelle nicht in Betracht; jedenfalls haben wir in vielen 
Versuchen mit Blut, in denen wir vor dem Erhitzen im Wasserbad 
Veratrol zusetzten, nie eine Farbreaktion beobachtet. 


Vergleich unserer kolorimetrischen Methode mit gravimetrischen und 
titrimetrischen Methoden. 


Kolorimetrische Methoden werden im allgemeinen vom Chemiker 
nicht gern angewandt; man wirft ihnen geringe Genauigkeit im Vergleich 
zur titrimetrischen und gravimetrischen vor. Für den Fall unserer 
Milchsáurebestimmung trifft jedoch dieser Vorwurf keineswegs zu. 
Im Gegenteil, unsere Methode ist, obgleich sie mit viel geringeren 
Materialmengen arbeitet (durchschnittlich 0,005 mg!), zweifellos be- 

1) Die tatsächlich in 0,5 com eiweiß- und zuckerfreier Blutflüssigkeit 
zur Bestimmung gelangende Milchsäuremenge beträgt dann 0.0025 mg) 
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deutend exakter als die bisher bekannten Bestimmungsmethoden auf 
gravimetrischer und titrimetrischer Grundlage. Das ist besonders in 
folgendem begründet: 

Bei den besten alten Methoden — der Clausenschen und ihren 
Modifikationen — bedeutet die quantitative Überführung der Milch- 
säure in Aldehyd und der Trennungsgang des Aldehyds eine ganz er- 
hebliche Fehlerquelle. Nach Hirsch-Kauffmann lassen sich Fehler bis 
zu 10 Proz. selbst dann nicht sicher ausschalten, wenn Milchsäure- 
mengen von 3 bis 4mg (optimale Bedingung!) zur Bestimmung ge- 
langen. Bei unserer Methode kommt diese Fehlerquelle überhaupt 
nicht in Betracht. Denn eine Isolierung des Aldehyds ist nicht er- 
forderlich, und es ist gleichgültig, ob die Überführung der Milchsäure 
in Aldehyd wirklich quantitativ erfolgt. Bei unserem Verfahren kommt 
es ausschließlich darauf an, daß die Farbintensität, dienach Behandlung 
der Milchsäure mit heißer konzentrierter Schwefelsäure und nach 
Veratrolzusatz entsteht, stets genau proportional der Milchsäuremenge ist. 
Das ist, wie die Erfahrung zeigt, tatsächlich der Fall. Fehler kommen 
aber bei der Farbbildung aus der Milchsäure — sorgfältiges Arbeiten 
und einwandfreie Reagenzien!) vorausgesetzt — so gut wie gar nicht 
in Betracht. 

Man könnte einwenden, daß die Nichtisolierung der Milchsäure 
bzw. des Acetaldehyds, die wir als Vorteil unserer Methode gegenüber 
den anderen bezeichnet haben, eine Fehlerquelle bedeute, indem etwa 
außer Milchsäure auch andere Stoffe eine Farbbildung herbeiführen 
könnten. Das trifft aber nicht zu; denn — wie wir bereits oben fest- 
gestellt haben — gibt keine der im Blute vorkommenden Substanzen 
(von den Kohlenhydraten, die ja entfernt werden, abgesehen) die 
gleiche Reaktion wie die Milchsäure. 

Vor allem möchten wir betonen, daß auch die Acetonkörper unsere 
Reaktion in keiner Weise stören, daß also die Methode auch bei 
diabetischen und anderen Acidosen ohne weiteres anwendbar ist, im 
Gegensatz zur Clausenschen Methode und ihren Modifikationen. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine kolorimetrische Mikromethode zur quantitativen 
Bestimmung der Milchsäure beschrieben, die in 1 cem Blut in 11, Stunde 
durchgeführt werden kann. 

Die Methode erscheint auch zum Gebrauch im klinischen Betrieb 
geeignet, da sie es ermöglicht, die Milchsäure in geringer Blutmenge 
schnell und genau ohne besondere Übung und ohne komplizierte 
Apparatur zu bestimmen. 


1) Vor allem ist darauf zu achten, daß die Schwefelsäure einwandfrei 
ist (s. oben). 
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Chemische Alternsuntersuchungen. 
Von 
Rudolf Ehrenberg. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universität Göttingen.) 
(Eingegangen am 10. August 1925.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Das Alternsproblem ist bisher mit chemischen Methoden fast gar 
nicht untersucht worden. Bekannt ist die Zunahme des Cholesterins 
und die Kalkanreicherung im Alter, über den Lebensablauf sich er- 
streckende vergleichende Bestimmungen an verschiedenen Tierarten 
liegen meines Wissens auch hier nicht vor. In höherem Maße Gegenstand 
der Untersuchung und der theoretischen Betrachtung ist der Kolloid- 
zustand der Plasmakolloide und seine Veränderung mit dem fort- 
schreitenden Leben geworden. Ruzicka!) und seine Mitarbeiter, Ro- 
casolano ?) haben die Anschauung experimentell zu begründen gesucht, 
daß der Alternsvorgang eine Verfestigung, ein Altern der Kolloide im 
Ninne der Hysterese sei, zum Teil ein Sol-Gelübergang. 

Eine Untersuchung von ganzen Tieren oder Organen und Geweben 
verschiedener Altersstufen begegnet der Schwierigkeit, daß unsere 
Kenntnisse über individuelle Variationen der Analysenwerte dieser 
Objekte noch sehr gering sind, zum Teil solche Analysenwerte überhaupt 
nicht vorliegen. Im nachstehenden sind drei Wege eingeschlagen worden, 
um dieser Schwierigkeit möglichst gerecht zu werden: 

1. Es wurde Material möglichst vieler Individuen gleicher Alters- 
stufe vergleichend analysiert; dieser Weg hat den Vorzug, zugleich eine 
erste Orientierung über die individuellen Schwankungen zu ergeben, 
den Nachteil der bei begrenzten Arbeitskräften übergroßen Analysen- 
arbeit, wenn wirklich große Zahlen von Individuen erreicht werden 
sollen. 

Unter Mitarbeit des Herrn Dr. Kurd Meyer wurden etwa ein Dutzend 
Lebern und Hirnteile menschlicher Leichen verschiedener Altersstufen 
untersucht. Das Material entstammte dem pathologischen Institut, 


1) Arch. f. mikr. Anat. u. Entw.-Mech. 101, 459 bis 521. 
`) Kolloidehern. Beihefte 19, 441. 
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Leichen, bei denen die betreffenden Organe als normal angesprochen 
worden waren. Leider ist aber das Gehirnmaterial insofern etwas 
problematisch, als uns keine ganzen Hemisphären zur Verfügung gestellt 
wurden; wir bemühten uns, stets den gleichen Hirnteil — um den Gyrus 
frontalis inferior — zu verarbeiten, aber das Verhältnis von grauer und 
weißer Substanz konnte natürlich nicht in allen Fällen genau das gleiche 
sein. 

2. Es wurde die Substanz einer Anzahl von Individuen gleicher 
Altersstufe durcheinander gemischt, um die individuellen Schwankungen 
auszugleichen. In dieser Weise wurden sechs Sätze von ganzen Mäusen 
im Alter von 0, 1⁄2, 1, 3, 8 Monaten und etwa 2 Jahren verarbeitet. 


3. Es wurden die Individuen eines Wurfes nach verschieden langen 
Lebensdauern sowie das — alte — Muttertier vergleichend untersucht. 
Mehrere derartige Serien nebeneinander würden es zugleich ermöglichen. 
über das Verhältnis der individuellen Schwankungen innerhalb einer 
Deszendenz und von Linie zu Linie Aufschluß zu gewinnen. Bisher 
wurden Leber, Hirn und Nieren eines etwa zweijährigen Kaninchen- 
weibchens mit den Organen seiner Jungen eines Wurfes im Alter von 
6 Wochen (3 Stück) und 6 Monaten (eins) verglichen. Dieses Ver- 
fahren soll in erster Linie weiter fortgesetzt werden. 


Methodik. 


Das zerkleinerte (im Fall der Organe möglichst blutfrei gespúlte), nach 
Alkoholbehandlung zur Gewichtskonstanz getrocknete Material wurde 























Ted 
Leber Nr. | l | 2 | 3 4 ES 
Alter Kr š; E 5 Wochen 2 Jahre | 3 las 

Alkohol-Ätherextrakt in Proz. der ` 
Trockensubstanz . . . . . . 3 da 34 30 al 
Gesamt-N,, extrahiert .ıngimg | (135) (127) 129 137 135 
„ nicht extrahiert mgimg | 110 — — ; 108 = 
P,O,, extrahiert . . . .mgimg ` — — 1,63 ` 1,32 14 
» nicht extrahiert .mgimg 2,16 — — 2,15 = 
3 Z' Ammoniak . . . . . . . . 7,20 6,80 7,00 6,50 al 
s al Melanoidin . .......- 4,10 3,20 8,00 ` 3,30 CH 
$, 2 | Ges.- Stickstoff der Mono- > 
€ Ee amınosäure . 2. 2 . 2.0. 38.00 61,00 53,50 61,00 KA 
ER Nicht- Amino-N der Mono- u 
SI AMINOSÁUTO . . 2 . , + . 5.20 6,20 | 8,50 4,00 US 
2.3) Ges.-Stickstoff der Diamino- | | IS 
E o sáuren + Cystin. 2... 31,00 29,00 31,20 ; 2880 . SS 
SEN Anm a aan 9,70 960 1280 | 1050 1% 
ES | Cystin ..... DES 0,64 069 070 | 056 0 
2 E | Histidin ....... .. 1050 700. 910 ' 93 d 
2 S EENEG 9,80 | 11,50 880 | 8,40 E 
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48 Stunden mit Alkohol, 24 Stunden mit Äther im Soxleth extrahiert, der 
Gewichtsverlust bestimmt. Außerdem wurde bestimmt: 


1. Stickstoff in der a) extrahierten PR 
b) nicht sn! Substanz (Mikrokjeldahl) 


2. P,O, in der a) extrahierten 
b) nicht extrahierten | Substanz 
(Molybdat gewogen) 
3. Caleium in der unextrahierten Substanz (oxydimetrisch). 


4. Stickstoffverteilung im Sáurehydrolysat der extrahierten Substanz. 
Bausteinanalyse nach van Slyke.’ 


Die Verteilung des gesamten Stickstoffs auf die van Slykeschen Gruppen 
ist nicht streng korrekt, da ja in der Substanz auch Stickstoff in anderer 
als Aminosäurenform vorhanden ist; immerhin ist bei dem großen Über- 
wiegen des Aminosäurenstickstoffs der Fehler nicht beträchtlich und die 
Methode zu einer ersten Orientierung wohl anwendbar. 


Die Ergebnisse sind nachstehend in Tabellenform wiedergegeben, 
außerdem sind von den Mäuse- und Kaninchenuntersuchungen Kurven- 
bilder gezeichnet. Die Kurven sind untereinander nicht direkt ver- 
gleichbar, da die Bedeutung der Ordinateneinheit wechselt, bei den 
größeren Werten Milligramme oder Prozente, bei den kleineren die 
Zehntel derselben ist. Die Kurven sind nur auf Neigung und Vorzeichen 
der Ordinatenwerte hin zu betrachten. 

Die Tabellen der menschlichen Organe zeigen, daß in der Tat 
beträchtliche individuelle Schwankungen festzustellen sind, bei den 
Gehirnwerten ist allerdings an die oben gemachte Einschränkung zu 
erinnern. Man kann daher auch nur Tendenzen des Ganges der Werte 
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23 x 25 28 32 — 26 30 
139 | 132 142 u 139 138 136 
2 a e US Ss = — 
EE a pa a A E 1,93 1,76 
219 | 28 ne 235 = - 205 
710 "mn. 790 7,20 7,00 6,60 7,10 
3,70 | 3.60 x 4,70 410 | 480 3,80 4,70 
56,00 | 60,0 5900 — 5850 ` 59,00 59,50 59,30 
310 | 58 | 1160 240 770 | 10,60 6,20 
32,90 28 60 28,40 ; 30,50 | . 29,20 30,50 28,80 
870 12,80 13,70 10,90 | 12,80 13,50 11,90 
0,56 0,80 0,90 0,70 | 090 0,50 0,80 
10,60 3,40 610 | 94 | 510 | 56 10.60 
13,00 11,60 770 , 970 | 1040 10,80 5,50 
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mit dem Alter angeben, solange das Material nicht umfangreicher ist. 
Die Leberwerte zeigen in vielen Fällen eine gewisse Periodik, dergestalt, 
daß die mittleren Jahre ein Hoch oder Tief darstellen. Die prozentischen 
Werte des Alkohol-Äther-Extraktes haben in den mittleren Zeiten die 
niedrigsten Werte, anfangs und dem Ende zu höhere; die Stickstoff- 
werte in der extrahierten Substanz sind in der Mitte am höchsten, 
ebenso die des Gesamtphosphors, während die des Nichtlipoidphosphors 
in der zweiten Lebenshälfte im ganzen höher liegen. Von den prozen- 




















2 7 2 J 8 Monate 2 Jahre 
Abb. 1 zu Tabelle I. 


tischen Werten der Stickstoffverteilung hat der Amidstickstoff bis zur 
Mitte steigende, dann fallende Tendenz, von den Melanoidinwerten 
liegen mehr hohe jenseits der Mitte als vor ihr. Die Monoaminosäuren 
haben mehr niedrige Werte in der ersten Lebenshälfte, mehr höhere in 
der zweiten, die Diaminosäuren entsprechend umgekehrt, hier scheint 
aber auch jene Periodik angedeutet zu sein. Die Verteilung auf die 
einzelnen Diaminosäuren zu diskutieren, erscheint noch verfrüht, immer- 
nin ist beim Arginin deutlich, daß mehr hohe und die höheren Werte 
in der zweiten Lebenshälfte liegen. Auch die Cystinwerte sind im 
ganzen späterhin höher. 


An den Gehirnwerten zeigten sich die erwähnte Periodik für den 
Alkohol-Ätherextrakt, den Gesamtphosphor, die Prozentwerte des 
Ammoniaks, der Diaminosäuren, des Arginins und Cystins. Einen 


12+ 


180 R. Ehrenberg: | 


Toi 





MHause 


| 61 Stück | 6 Stück | 26 Stück | 3 Stuck I 4 Stuck fx 





| | | SR 
Bo 2 Wochen. 1 Monat x 3 Monate . 8 Monate Pë 
" a e JL S Sé a. 


Alter | 








— 
- 








Alkohol-Ätherextrakt in Proz. der . | | | 

Trockensubstanz . . - ... š | 41,05 | 58,50 | 38,20 | 53,90 | 26,10 | 3000 
P,O, extrahiert... mg im g | 720 | 710! 560' 930| 482 54 
P,O,, nicht extrahiert mg im g | 4,75 3,74 x 450: 4,90 384. 53 














N, extrahiert . . . . mg im g | 111,00 | 122,50 | 120,50 | 110,00 | 108,00 | 1180 
N,, nicht extrahiert . mg im g | 95,50 | 81,50 | 90,50 | 79,10 | 8650 | Ca 
Calcium in nicht extrahierter | | 
Substanz . . . . . mg im g 437 | 321 4,24 6,26 419 | 78 
Ammoniak . 2:2 22...  zı0| 740 | 730| 6200| 690, 64 
Melanoidin . . 2.2.2... | 6,50 4,40 3,30 6,30 6,70 | 40 
Monoaminosáuren . .. . +. | 60,40 | 61,20 | 5360] 6100 | 55,80 | o? 
GG | Nichtamino-N d. Monoamino- | 
E) säuren ..... o... | 6,90 | 780| 6,90| 10,80 | 5,70: «4 
y | Diaminosáure + Cystin . . . | 26,10 | 26,60 | 34,60 | 26,80 | 2990 > 
£&lArginin.. 2.22.22... 11,40 | 9,80 | Win 12,00 | 13,40 x 133 
Cystin ......... .. | 140| 140| 120| 130| 110| 14 
Histidin . 2. 22.2.2200. 540) 410| 840| Gin) 910] 108 
Lem x 2 S Se Seen . 790 1160 | 1090| 700 7,50| 2% 
Zahl der Hydrolysen . . . . . .| 2 2 | 3 3 3 1 








sinkenden Gang zeigt der Stickstoff der lipoidfreien Substanz, einen 
nach anfänglichem Sinken stationären der lipoidfreie Phosphor. Im 
übrigen ist das Material noch zu unzureichend. 


Tabelle III enthält die Werte der Tieruntersuchungen. 


Der letzte Satz Mäuse bestand aus deutlich senilen Tieren, dem 
entspricht der hohe Kalkgehalt; auffällig ist, daß die Greistiere einen 
höheren Gesamtphosphor als lipoidfreien Phosphor haben, im Gegen- 
satz zu allen jüngeren Tieren. Der lipoidfreie Stickstoff fällt nach 
kurzem Anstieg kontinuierlich ab, um in der Senilität wieder an- 
zusteigen, sonst zeigen die Werte keinen einsinnigen Gang, vielmehr 
deutliche Periodik gleichsinnigen Richtungswechsels der verschiedenen 
Werte, die Kurven veranschaulichen diesen Befund. Im einzelnen 
fällt bei den Dreimonatstieren der hohe Gehalt an Kalk und lipoid- 
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II. 
GENEE Kaninchen : Mutter und ein Warf 
3 Junge 1 Junges I Mutter 
6 Wochen 6 Monate l < 2 Jahre 
Leber | Hirn | Hirn Niere 
| ' | x 
3150 | 51,50 21,30. 26,00 x 56,40 ` 33,00 37,50 ` 57,50 | 34,50 
2,79 | 1,51 | 215, 1,44 | 185 Lin, 2,10 | 2,57 1,56 
2,92 | 3,72 | 3.35 x 2,67 | 341 Am, 287 3⁄6 2,47 
131,00 | 146,0 | 136,00 | 141,00 | 143,00 ' 135,00 ' 132,50 | 137,00 | 140,00 
114,50 | 8500 | 121,50 ' 120,00 x 80,00 107,50 105,50 , 7050 | 103,50 
| | 
1.09 | an | an 2,86 — = 3,74 = | = 
6,50 9,10 7,50 6,40 570 650, 690 600: 6,40 
520 620 520 40 730 550 610 900 ' 3,70 
5500 5700 — 5980 — 5660 ' 5820 — 6070 5640 ' 57,80 + 61,20 
350 © 1090 1340 30 , 14,90 1050 7,50 x 21,30 1360 
na 2770, 2170 3270 | 2900 2740, 30,80 x 27,30 28,80 
10,30 ° 10,90 | 12,30 | 11,50 | 12,20 1080. 1130 | 12,30 13,20 
Dm —  — ` 080. — o — 10 1 — ` — 
1070 14,50 10,40 + 16,70 1510 ' 10,00 15,40 | 14,00 11,60 
1260 210 ı 4,70 3,10 1,30 620 ' 290 | 0,80 3,70 
l 1 1 2 1 1 2 1. 1 ' 1 


freiem Phosphor auf, wohl eine Folge der Skelettentwicklung. Auf- 
fällig sind die großen Schwankungen im Alkohol-Ätherextrakt bei den 
gleichmäßig — mit Milch und Weizen — ernährten Tieren. Die Tiere 
des mittleren Alters — 8 Monate — geben besonders niedrige Werte 
der Stickstoff-, Phosphor- und Calciumbestimmungen. Auch die prozen- 
tischen Stickstoffverteilungswerte ergeben zum Teil die Periodik, weiter 
ist zu erkennen: höhere Werte der Jungtiere geben Ammoniak, Cystin, 
Lysin, niedrigere Arginin und Histidin. 

Von den Kaninchenuntersuchungen sind besonders die Gehirn- 
werte beachtenswert, steigend sind: Alkohol-Ätheranteil, lipoidfreier 
Phosphor, Melanoidine, Tryptophan-Prolingruppe, Arginin; fallend 
beide Stickstoffwerte, der Gesamtstickstoff stärker als der lipoidfreie, 
Ammoniak, Lysin; die übrigen Werte bleiben ziemlich gleich. Hier 
ist also eine kontinuierliche Verschiebung in der Zusammensetzung zu 
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erkennen, vor Beginn des eigentlichen Greisenalters. Solche aus- 
ausgesprochene Kontinuität findet sich in den Leber- und Nieren- 
werten nur vereinzelt, so im Kalkgehalt und Diaminosäuren- 





1% 6 24 17% 6 Monate 24 
Abb. 2 zu Tabelle II. Abb. 3 zu Tabelle Ill. 


anteil der Leber, im Alkohol-Ätheranteil der Niere. Im übrigen 
zeigt sich hier wieder der Richtungswechsel, wie ihn das Kurven- 
bild verdeutlicht. 


Radiometrische Mikroanalyse. 


Von 
Rudolf Ehrenberg. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität Göttingen.) 
(Eingegangen am 10. August 1925.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Im nachfolgenden werden die Prinzipien und ersten Anwendungen 
einer mikroanalytischen Methode dargelegt, die auf Grund der von 
F. Paneth und G. o Hevesy!) inaugurierten Verwendung radioaktiver 
Indikatoren entwickelt worden ist. Als ‚Indikator‘ bezeichnet Paneth ?) 
das radioaktive Isotop eines Elementes, das, da es sich nach Mischen 
mit der stabilen Form des betreffenden Elementes in konstantem Ver- 
hältnis zu derselben erhält, unbeeinflußt durch alle chemischen Opera- 
tionen, die chemischen und physikalischen Eigenschaften des Elementes 
in Fällen zu ermitteln gestattet, wo die Empfindlichkeit der gewöhnlichen 
Methoden nicht ausreicht. Ein Beispiel ist die Feststellung der Lös- 
lichkeit des äußerst schwer löslichen Bleichromats an dem Übergang 
eines vor der Fällung zugefügten radioaktiven Bleiisotops, des Tho- 
rium B, in den wässerigen Auszug des Niederschlages. Ein anderes ist 
der Existenznachweis des gasförmigen Wismut- und Bleiwasserstoffs 
vermittelst der entsprechenden Isotope: Thorium C bzw. B. Unter 
biologischer Problemstellung ist die Indikatorenmethode von Hevesy, 
Behrens u. a. zur Ermittlung der Verteilung von Wismut und Bleisalzen 
im pflanzlichen und tierischen Organismus angewandt worden. Sollte 
die Methode für biologische Zwecke allgemeinerer Anwendbarkeit zu- 
geführt werden, so mußte nicht nur — um eine Formulierung von Hevesy 
und Paneth zu variieren — das radioaktive Isotop aus dem Objekt zum 
Mittel der Untersuchung werden, sondern das Plejadenelement über- 
haupt. Es ergibt sich eine Mikroanalyse, in welcher das stabile Element 
der Plejade — etwa das Blei — das Reagens auf das biologisch in- 
teressierende Ion, das aktive Tsotop den Indikator für das Reagens 
darstellt. 


1) v. Hevesy und Paneth, Lehrb. d. Radioaktivität, S. 105. 
2) Zeitschr. f. angew. Chem. 85, 549, 1922. 
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Auf vier verschiedenen Wegen ist in der vorliegenden Untersuchung 
der Anfang zu einer Entwicklung dieser Mikroanalyse gemacht worden. 

1. Zugrunde liegt eine zuerst von Fajans und Beer ermittelte, von 
Paneth vertiefte Regel, wonach ein Radioelement in äußerster Ver- 
dünnung von einem fallenden Niederschlag mitgefällt bzw. von der 
kristallinisch eingetragenen Substanz adsorbiert wird, wenn das Radio- 
element (bzw. das Element der Plejade) mit dem Anion des Nieder- 
schlages ein schwerlösliches Salz bilden würde, sofern es in wägbaren 
Mengen in der Lösung wäre. Dieser Weg erwies sich als gangbar bei der 
Bestimmung des Calciums als Oxalates mit dem Thorium B, einem 
Isotop der Bleiplejade, als Indikator, Bleioxalat ist etwa von der 
gleichen Löslichkeit wie Calciumoxalat. Die Befürchtung, daß schon die 
geringsten ausfallenden Calciumoxalatmengen das gesamte Thorium B 
der Lösung entziehen würden, erwies sich als unbegründet, als günstig 
ergab sich aber ein Zusatz von stabilem Blei in der Form des Nitrats 
und einer Konzentration, die unterhalb der Löslichkeit des Bleioxalats 
blieb, zumeist m/10°. Voraussetzung für die Anwendbarkeit dieser 
Methode ist eine hinreichende Schwerlöslichkeit des Salzes aus dem 
Plejadenelement — in allen bisherigen Versuchen: Blei — und dem 
Anion der betreffenden Fällungsreaktion, wobei das Kation oder das 
Anion Gegenstand der Bestimmung sein kann. Entsprechend der 
relativ großen Löslichkeit des Bleichlorids erwies sich die Übertragung 
auf die Silberchloridreaktion bisher nicht angängig, doch ist der negative 
Entscheid noch nicht endgültig, es sollen noch Versuche zur Beeinflussung 
der Löslichkeit des Bleichlorids angeschlossen werden. 

2. Das zu bestimmende Kation und das Blei fallen mit dem Anion, 
das Blei — mit dem aktiven Thorium B — ist in zur Fällung aus- 
reichender Konzentration zugegen. Die Konzentrationen von Blei und 
dem fällenden Anion werden konstant gehalten, mit wechselnden 
Mengen des fraglichen Kations ändert sich der Bleigehalt des Nieder- 
schlages und damit die in der Lösung verbieibende Aktivität. Dieses 
Verfahren ist in einigen Versuchen ebenfalls mit Calcium prinzipiell 
brauchbar befunden, ob es vor dem ersten Vorzüge hat, steht noch dahin. 

3. Es ist ein Anion zu bestimmen, das ein schwerlösliches Bleisalz 
gibt. Die Bleikonzentration wird als gerade zur Fällung hinreichend 
gewählt, ebenso wird die Anionenkonzentration durch Zufügung einer 
bestimmten Menge erst über die lösliche des Bleisalzes gebracht. Die 
zu analysierende Menge kann dann so niedrig gehalten werden, daß 
kein anderes, etwa vorhandenes oder mit dem Blei oder dem zugesetzten 
Anion entstehendes Salz über die Löslichkeitskonzentratiun gelangt, 
alle Differenzierungsoperationen können fortfallen. Die Volumina 
werden möglichst klein gewählt, um den KonzentrationseinfluB der 
minimen Mengen zu erhöhen und zugleich die Relation Thorium B: 


. = — an — — 
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Blei zugunsten des ersteren zu verschieben, wodurch natürlich die 
Empfindlichkeit erhöht wird. 

Dieses Verfahren ist für Phosphat- und Sulfatnachweis brauchbar 
erwiesen, die Empfindlichkeit ist durch Verkleinerung der Apparatur 
über die in den bisherigen Versuchen erreichte — 1075 mg — noch zu 
steigen. In gleicher Anordnung ist das Verfahren zur Ammoniak- 
bestimmung brauchbar befunden, da die Löslichkeit des Bleihydroxyds 
hinreichend gering ist. Es soll darauf zunächst eine gegenüber dem 
bisherigen Mikrokjeldahl um einige Zehnerpotenzen niedrigere Mikro- 
stickstoffbestimmung gegründet werden. Natürlich läßt sich daraus 
auch eine allgemeine Mikrotitration der Säuren und Basen entwickeln. 

4. Das Blei wird als gesättigte Lösung des zu bestimmenden Anions 
mit dem Thorium B versetzt, die zu bestimmende Substanz wird zu- 
sätzlich einer bestimmten Menge eines Salzes vom gleichen Anion in 
einem kleinen Volumen der Blei-Thorium B-Lösung gelöst: infolge 
Überschreitung des Löslichkeitsproduktes fällt ein entsprechender 
Anteil des Bleisalzes — gemessen wiederum an der Aktivitätsabnahme 
der Lösung — aus. Diese Methode ist am Falle des Chlorids als grund- 
sätzlich brauchbar aber in diesem Falle noch nicht sehr empfindlich 
befunden, die Löslichkeit des Bleichlorids ist so groß, daß die Relation 
für das Thorium B zu ungünstig ist. Verbessert kann die Relation 
werden, wenn vor Zusatz des aktiven Isotops die Hauptmasse des Blei- 
chlorids durch Salzsäure oder Kochsalz ausgefällt wird, aber dann ist 
die spätere Steigerung der Chlorionenkonzentration durch die Analysen- 
substanz relativ gering. Ein definitives Urteil über dieses Verfahren ist 
noch nicht zu geben. 

Die allgemeine Voraussetzung für alle beschriebenen Unterarten 
der Methode ist das Auftreten eines abzentrifugierbaren Niederschlages, 
der aber, wie sich gezeigt hat, unterhalb der Menge des Sichtbaren 
bleiben kann. Gemeinsam ist ferner das Vermeiden jeglichen Um- 
füllens, Filtrierens, Auswaschens usw., die Methode wird dadurch ein- 
facher als die gebräuchlichen Analysen und Mikroanalysen. Kom- 
pliziert diesen gegenüber wird sie einstweilen noch durch die Not- 
wendigkeit, gleichzeitig mit jeder Analysenserie eine Eichungsreihe 
aufzunehmen oder doch einige Punkte der Kurve festzulegen. Steht 
einem das Thorium B in genügender Menge zur Verfügung, so ist diese 
Notwendigkeit nicht als irgendwie beachtlicher Nachteil zu bezeichnen, 
da man in ein und dieselbe Eichungsreihe beliebig viele Unbekannt- 
bestimmungen hineinnehmen kann. 


Benötigt wird ein f-Elektroskop!) mit Fernrohrablesung und ein 
Quantum Radiothor als Quelle des Thorium B. die Gesamtkosten der 


1) v. Hevesy und Paneth, Lehrb. d. Radioaktivität, S. 11. 
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Spezialeinrichtung sind mit 500 Mark zu decken. Den Hauptposten stellt 
das Radiothor dar, und natürlich ist es angenehm, bei größerer Zahl der 
täglichen Analysen notwendig, ein größeres Quantum davon zu haben. 
Immerhin ist es eines der billigsten Radiumpräparate und liefert jahrelang 
ohne praktisch merkbare Abnahme das benötigte Quantum Thorium B. 
Dieses ist die zweite Zerfallssubstanz der Thoriumemanation (die erste 
ist als äußerst kurzlebig in den Thorium B-Lösungen nicht vorhanden), 











es zerfällt mit einer Halbwertszeit von 10,6 Stunden zu ThoriumC 
(Wismutisotop), das mit 63 Minuten Halbwertszeit abfällt. Nach bekannten 
Gesetzen stellt sich einige Stunden nach Ansetzen der Thorium B-Lösung 
das radioaktive Gleichgewicht her, fortan ist die Strahlungsintensität des 
kurzlebigen Thorium C ein Maß des noch vorhandenen B. Im übrigen sei 
bezüglich der Zerfallstheorie, der Meßmethoden und der — äußerst einfachen 
— Gewinnung des Thorium B auf die Lehrbücher der Radioaktivität, 
besonders das von v. Hevesy und Paneth, verwiesen. Mir standen bisher 
3 mg-Radiumáquivalent Radiothor (geliefert von der Auergesellschaft in 
Berlin) zur Verfügung, die, feucht gehalten, genügend Emanation lieferten, 
um morgens und abends einem negativ geladenen (110 Volt) Platinblech 
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so viel aktiven Niederschlag mitgeteilt zu haben, daß je eine Bestimmungs- 
reihe von 14 Bestimmungen ausgeführt werden konnte. 

Das beladene Platinblech kommt in eine Bleinitratlösung von der bei 
Verfahren 1 bis 4 angegebenen jeweiligen Konzentration, der 1 Tropfen 
konzentrierter Salzsäure zugesetzt ist. Nach einigen Minuten wird das 
Platinblech gegen ein blankes Nickelblech ausgetauscht, auf dem sich das 
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Thorium C — der Regel der Spannungsreihe gemäß — niederschlägt, 


B bleibt mit dem Blei in Lösung; das Nickelblech bleibt bis zum Gebrauch 
der Lösung darin. 

Die Veraschung der geringfügigen Mengen, die zur Untersuchung 
benötigt werden, kann mit einigen Tropfen Säuregemisch oder Salpeter- 
säure allein gleich in dem Zentrifugengläschen vorgenommen werden. 
Besser ist es, um mehrere Parallelbestimmungen ansetzen zu können, man 
löst das Veraschungsprodukt in Wasser, füllt im kleinen Meßkolben auf, 
pipettiert gleiche Volumina in die Zentrifugenröhrchen und trocknet ein. 
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Es folgt der Zusatz gleicher Mengen der Standardlósungen, z. B. m 1000 
oder m/10000 CaCl,, m/1500 Alkaliphosphat, m/100 Ammoniak, und je 
nach dem angewandten Verfahren erneute Eintrocknung oder Auffüllung 
auf ein bestimmtes Volumen mit Wasser. Dann wird ein Volumen der 
aktiven Bleinitratlösung zugesetzt, die zuvor, wenn erforderlich, mit 
Ammoniak auf Neutralität oder schwache Alkalinitát gebracht worden ist. 
Es hat sich gezeigt, daß die Reaktion von erheblichem Einfluß auf Ausmaß 
und Gang der Aktivitätsabnahme bei den verschiedenen Niederschlags- 
mengen ist, zumal bei Verfahren 1 mit Calciumoxalat, 2 ebenda und 3 Blei- 
phosphat. Dieser Einfluß muß noch genauer untersucht werden, es laßt 
sich wahrscheinlich mit seiner Hilfe eine Variation der Methode für ver- 
schiedene Mengenbereiche der analysierten Substanzen gewinnen. Jetzt 
erfolgt die Einstellung so, daß bei der 10-6 mol. Bleinitratlösung, mit 
Ammoniak (1 bis 2 Tropfen) gegen Phenolphthalein alkalisch gemacht. 
mit n/10 H NO, eben völlig entfárbt wird; die 10-3 mol. Lösung wird mit 
Ammoniak getrübt, mit n/10 HNO, geklärt. Die leichten, nicht konstanten 
Volumenänderungen bedingen eine entsprechende Verschiedenheit der 
Eichungskurven, die belanglos ist, da ja jedesmal die Kurve festgelegt wird, 
die weitere Ausarbeitung der Methode unter Verwendung chemisch nicht 
mit reagierender Puffer soll diesen Mangel beseitigen. 


Bei Verfahren 1 sind die Einflüsse der Bedingungen, unter denen die 
Fällung geschieht, größer als bei 3, wie zu erwarten, wenn es sich um einen 
unter den Begriff der Adsorption gehörigen Vorgang handelt. In sehr zalıl- 
reichen Versuchsreihen mit der Calciumoxalatfällung ergaben sich zwar 
stets Kurven, die dem Gang der Calciumwerte folgten, aber sie waren unter 
sich verschieden, berechnet auf prozentische Abnahme der Aktivität. 
Günstig im Sinne der Größe und Konstanz der relativen Unterschiede 
erwiesen sich Bedingungen, bei denen die Niederschlagsbildung langsamer 
erfolgte, niedrige Temperatur (Eis) und Verdünnung auch des Ammon- 
oxalats, geringe Alkalinität. 

Nachdem der Niederschlag sich abgesetzt. hat, wird scharf zentrifugiert. 
ein hinreichendes Volumen der überstehenden Lösung nach dem von Cramer 
und Tisdall hierzu benutzten Spritzflaschenprinzip in ein kleines Reagenz- 
glas abgedrückt, daraus ein jeweils möglichst großes, natürlich für alle 
Versuche einer Reihe gleiches Volumen auf ein Uhrschälchen pipettiert 
und auf dem Wasserbade eingedampft. Daß alle Gefäße, Pipetten usw. 
sauber und trocken sein müssen, versteht sich von selbst. Da die Aktivität 
in einem bestimmten Volumen ermittelt wird, sind Volumfehler die nächst- 
liegenden ; außerdem spielt in den an stabilem Blei sehr verdünnten Lösungen 
der Aktivitätsverlust durch Adsorption an das Glas eine Rolle, sie tritt 
zurück, wenn alle Manipulationen in allen Versuchen einer Reihe gleich- 
zeitig vorgenommen werden. Nachdem das radioaktive Gleichgewicht 
zwischen Thorium B und C erreicht ist (etwa 6 Stunden nach Abtrennung 
von dem Niederschlag), wird im Elektroskop (verwendet wurde ein von 
Otto Hahn angegebenes Modell) die Abfallszeit des Blättchens über die 
gleiche Strecke der Skala für jedes Uhrschälchen mit der Stoppuhr he- 
stimmt, die Aktivität — z.B. als Teilstriche pro 10 Sekunden —- unter 
Berücksichtigung der Lebensdauer des Thorium B (Tabelle) auf die Aktivität 
des ersten Versuches (Zeit ,,t%**) bezogen — berechnet, sodann die Aktivitäten 
auf Promille der Aktivität der Kontrolle (gleiches Volumen, keine Aus- 
fällung) umgerechnet. 


Die Kurven sınd ın dieser Weise erhalten. 


—  — 
— Á 


Radiometrische Mikroanalyse. 189 


Zu den Kurven. Die Einheit der Abszisse ist für alle Kurven Til mg 
mit Ausnahme von Ca IV und D, hier ist sie 1/,,5 mg; die Ordinateneinheit 
ist ein Tausendstel Aktivitát. 

Ca-Kurven I, II, III entsprechen Versuchsreihen, in denen die Fállung 
in 10 ccm vorgenommen wurde, wovon Leem aktivierte Bleinitratlósung 
m/10®, 1 ccm gesättigte Ammonoxalatlösung. I und III hatten Eisschrank- 
temperatur, II 37°, Zeit von Fällungszusatz des Oxalats bis Zentrifugierung 
etwa 1 Stunde, Reaktionsgleichheit nicht scharf. Es wurden je 5 cem zur 
Aktivitätsbestimmung eingedampft, die Kontrollaktivität zu Beginn der 
Ablesung war 2,060 bzw. 1,865 bzw. 2,488 (Doppelbestimmungen) Skalen- 
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teile in 10 Sekunden. Versuch Kurve IV: Fállung in 2,5 cem, wovon 1 cem 
aktiviertes Pb(NO,), und 0,5 cem Ammonoxalat gesáttigt, bei Zimmer- 
temperatur 3 Stunden, 1 ccm eingedampft, Kontrollaktivitát 2,912. 

Versuch V (Verfahren 2): Steigende Volumina (entsprechend den 
Ca-Werten der Kurve) von m/100 bzw. m/1000 CaCl, eingetrocknet, dazu 
0,5ccm aktivierte m/1000 Bleinitratlösung und Leem m/1000 Ammon- 
oxalat, Y, Stunde bei Zimmertemperatur, eingedampft 0,8ccm, Kontroll- 
aktivität 2,105, Aktivität ohne CaCl, (Fällung besteht nur aus Bleioxalat) 
0,452, Aktivität bei gleichem Gehalt an Pb und Ca ebenfalls 0,452. 

Phosphatkurven: Gleiche Teile von Na, H P O, und K H, PO,, Versuch 1 
und 3 Fällung in 3cem, wovon 1 ccm aktiviertes m/1000 Bleinitrat, Versuch 2 
in 5 cem (1 cem Bleinitrat) erstere 2 ccm eingedampft, letzterer 4, Kontroll- 
aktivitäten 1, 2, 3: 3,940, 1,940, 5,025. 

Versuch 4: Phosphat eingetrocknet, dazu l ccm aktiviertes Bleinitrat, 
0,5 cem eingedampft, Kontrollaktivitát 3,050. 

Ammoniakkurve: Fällung in 1,2 cem, wovon 1 ccm aktiviertes m/1000 
Bleinitrat, 0,5 ccm eingedampft, Kontrollaktivität 2,590. 
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Sulfatkurve: Natriumsulfat eingetrocknet, 1 cem aktiviertes m/100 
Bleinitrat, 0,5 ccm eingedampft, Kontrollaktivitát 6,305. 

In den Kontrollbestimmungen nach Verfahren 1 (Oxalat) war die gleiche 
Menge Ammonoxalat wie zu den calciumhaltigen Proben zugesetzt, um 
gleiche Strahlungsabsorption zu erhalten. 


Anhang. 


Tabelle zur Umrechnung der gemessenen Aktivität zur Zeit ,,t'' auf die 
Aktivität zur Zeit ,,% nach der Formel: log Akt a = log Akt: + P. 






































h| m | P h | m | P h | m | P 
| 1 

oi 0 0,0000 4 | O . 0,136 8 0 | 0.9272 
10 0,0047 10 0,183 10 0.2319 
20 0,0095 20 | 0,1231 20 | 0236; 
30 0,0142 30 | 01278 30 | 0,2414 
40 0.0189 40 0.1325 40 | 02461 
50 0,0237 50 0,1373 50 0,2509 

110 0,0284 5 O 0,420 910 | 0,2556 
10 0,0331 10 | 0,1467 10 ¡0,2603 
20 0,0379 20 | 01515 20 | 039651 
30 0,0426 30 | 01562 30 0,2698 
40 0,0473 40 0,1609 40 | 0278 
50 0,0521 | 50 | 0,1657 50 || 0,278 

20 0,0568 6 0 | 0,1704 lÚ | 0 0,2840 
10 0,0615 | 10 0,1751 10 | 02887 
90 0,0663 20 | 0,1798 20 0,2935 
30 | 00710 | 30 | 0,1846 30 | 0.2982 
40 0,0757 40 | 0,1893 40 + 03029 
50 | 00805 50 0,1941 50 | 0,3077 

3 0 | 00852 7 o | 0,1988 |11! 0 || 031% 
10 | 0,0899 10 | 0,2035 l | 03171 
20 0,0947 20 0,2083 20 | 039218 
30 0,0994 30 0,2130 3 | 03266 
40 | 0,1041 40 © 02177 4 , 0333 
50 || 0,1088 50 | 0,2225 | 50 0,3361 
Min.: l ı 3 4 5 6 7 8 9 
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Thorium B im radioaktiven Gleichgewicht mit Thorium C. 





Studien über intermediáren Kohlenhydratumsatz. 


X.Mitteilung: 
Beiträge zur Frage der Glykolyse. 


Von 
Theodor Brugsch und Hans Horsters. 


(Aus der IT. medizinischen Klinik der Charité, Berlin.) 
(Eingegangen am 10. August 1925.) 


Es war uns alsersten gelungen[vgl. Mitteilung VI111)]nachzuweisen, 
daB das Insulin den Charakter des Coferments der Phosphatese trágt 
und damit dieselbe Stellung im tierischen Kohlenhydratstoffwechsel 
einnimmt, wie das Coferment der Hefe. Daß das Insulin indessen nicht 
identisch mit dem Coferment der Hefe ist, darüber haben uns schon 
Beobachtungen von v. Euler und Myrbáck, Fürth und Abderhalden 
aufgeklärt. Jüngst hat nun A. Virtanen?) zeigen können, daß die 
bakterielle Milchsäuregärung, die von typischen Milchsäurebakterien 
hervorgerufen wird, auch unter Bildung von Hexosephosphat verläuft, 
und daß dabei die Veresterung des Zuckers von der Anwesenheit eines 
Coferments oder Cozymase abhängig ist. Die Cozymase der Milchsäure- 
hakterien kann dabei, ebensogut wie das Coferment der Muskeln, die 
Cozymase der Hefe bei der alkoholischen Gärung ersetzen. Während 
aber, wie schon gesagt, das Insulin die Cozymase der alkoholischen 
Hefegärung nicht ersetzen kann, konnte Virtanen?) die außerordentlich 
bedeutungsvolle Beobachtung machen, daß das Insulin ein cozymase- 
freies Trockenpräparat von einem typischen Milchsáurebakterium, 
dem Bakterium casei e, stark aktiviert, mithin als Cozymase wirksam 
ist. Virtanen kommt daher seinerseits zu dem gleichen Schluß, den wir 





1) Diese Zeitschr. 155, H. 5/6. 
2) H.188, 136, 1924; 148, 71, 1925. 
3) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Jahrg. 58, Heft 4. 
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mit Evidenz aus unserer achten Mitteilung gezogen hatten, daß das 
Insulin den Zuckerabbau im Organismus fördert, indem es die 
Zymophosphatbildung aktiviert. 

Aus den Erfahrungen von Virtanen heraus haben wir uns nunmehr 
die Frage vorlegen müssen, ob nicht etwa in Leber und Muskulatur 
des tierischen Organismus die Prozesse der Milchsäurebildung analog 
der Harden und Youngschen Hefegärungsformel so verlaufen, daß 


2 C, H,20 + 2H,PO, = 2.C,H,0, + C¿H,00,(H,P0,), + 2 H,0 


sind, d. h. daß anoxybiotisch die Glucose auch im tierischen Organismus 
durch den Zymasekomplex mit Hilfe der Phosphatese und dem Co- 
enzym in Milchsäure und Hexosediphosphat zerlegt wird. Wir haben 
deshalb ausgedehnte Versuche über die Glykolyse am Muskel und 
an der Leber angestellt und zwar sowohl an den frischen wie ge- 
trockneten Organen, da v. Euler, Myrbäck und Karlsson!) in jüngster 
Zeit am Trockenmuskelpräparat eine, wenn auch geringfügige, Zer- 
legung von Kohlenhydraten aufzeigen konnten. Über die Glykolyse 
der frischen Muskulatur werden wir in der Mitteilung XVI be- 
richten, hier legen wir unsere Resultate nieder, die wir mit den 
Glykolyseversuchen an der getrockneten Muskulatur erzielt haben. 
Wir verwandten zur Darstellung des Trockenpräparats die v. Euler- 
sche Methode: das Kaninchen wird entblutet, die Haut abgezogen 
und die inneren Organe entnommen. Mit einer Schere wird sofort 
Bein- und Rückenmuskulatur abgeschnitten, durch eine eisgekühlte 
Fleischhackmaschine getrieben und mit 2 Litern 96 proz. gut ge- 
kühlten Alkohols durchgerúhrt. Nach etwa 5 Minuten wird die 
Hauptmenge des Alkohols ausgepreßt und das Fleisch mit 1 Liter 
Alkohol verrúhrt. Nach etwa 10 Minuten saugt man diesen zweiten 
Alkoholzusatz ab, knetet den Muskelbrei zweimal mit je 500 ccm Äther 
in einer Schale und saugt den Äther scharf ab. Das Präparat wird 
an der Luft auf Filtrierpapier getrocknet. Ähnlich wurde von uns 
auch ein Lebertrockenpräparat hergestellt. 

Die Methodik der Analytik war: Zuckerbestimmung nach Folin- Wu, 
Phosphorsäurebestimmung nach Embden, Enteiweißung nach Schenk, 
Milchsäurebestimmung nach Clausen- Meyerhof. 

Ganz allgemein mag hinsichtlich unserer Erfahrungen an den 
Trockenpräparaten gesagt sein, daß die angesetzten Suspensionen 
trotz eines Zusatzes von 11, cem Toluol zu 100 cem sich mit Gewißheit 
nicht länger als etwa 3 bis 5 Stunden steril hielten, und daß schon 
nach 24 Stunden in vielen Proben grob nachweisbar alkoholische 
oder Milchsäuregärung anzutreffen war. 


1) H. 143, H.4 bis 6, 1925. 
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Versuch 1. 


5g Trockenmuskel + 100 mg Glucose + 65ccm 1proz. Phosphat- 
lösung (pg = 6,3). Bei 40°C unter Toluol wiedergefunden 


nach 1Stunde. . . . . . . . . 82mg Glucose 
» 38Stunden ........8,, e 
ger Go e ae rd ED de D 


Resultat: Keine Glykolyse. 


Versuch 2. 
5 g Trockenmuskel + 65ccm 1 proz. Phosphatlósung (pg = 6,3) 
+ 100 mg Glucose. Toluolzusatz. Bei 40°C. Wiedergefunden 
nach 3 Stunden . . . . . . . . 90mg 
» 6 es S.A e o uw E 


Resulat: Anscheinend Glykolyse. 


Versuch 1 und 2 waren Parallelversuche; da Versuch 1 absolut negativ 
verlief, ist hier mit der Möglichkeit einer Infektion zu rechnen bzw. die 
Möglichkeit nicht von der Hand zu weisen, daß sich die Glucose zwischen 
der freien Flüssigkeit und dem Trockenmuskel am Boden des Glases 
nicht gleichmäßig verteilt hat. 


Versuch 3 
(am Trockenmuskel, der 4 Stunden mit destilliertem Wasser zuvor ge- 
waschen war). 


5g gewaschener Trockenmuskel + 65ccm 1proz. Phosphatlösung 
(pa = 6,3) + 100 mg Glucose. Wiedergefunden 

















i Glucose | Milchsäure 
| ON ' m | mg 
Nach 1 Stunde . . . . | 84 Ä 4,6 
3 Stunden... . 82 — 
„ Ó > 12 | 11,1 


Resultat: Hier ist eine Glykolyse geringen Ausmaßes zu verzeichnen, 
jedoch die Möglichkeit einer Infektion nicht ausschlieBbar, da die Glykolyse 
erst nach der dritten Stunde merklich einsetzt. 


Versuch 4. 


ög Trockenmuskel (der zuvor 4 Stunden gewaschen war) + 65 ccm 
Iproz. Phosphatlösung (py = 6,3) + 100mg Glucose + 20 Einheiten 
Insulin (Trockenpräparat). Bei 40°C. Toluolzusatz. Wiedergefunden: 





I N 
Glucose Milchsäure 














A E me ebe = | mg Geh. mg AE 
Nach 1 Stunde . . . . 74 | 45 
„ 3 Stunden... . | 74 | — 
A 67 9,1 
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Resultat: Eine minimale Glykolyse ist nachweisbar, indessen die 
Tatsache, daß die Glykolyse erst nach der dritten Stunde beginnt, läßt 
auch hier die Möglichkeit einer Infektion der Probe nicht von der Hand 
weisen. 


Versuch 5. 


5g Trockenmuskel, der zuvor 4 Stunden ausgewaschen worden war, 
+ 100 ccm lproz. Phosphat (pz = 6,3) + 100 mg Glucose. Toluolzusatz 
+ 20 Einheiten Insulin. Wiedergefunden: 








Glucose Milchsäure 
| me mg 
Sofort. . s. e s e. > 87 5 
Nach 5 Stunden . . . . . 90 5 
„ 24 = u: i 79 7 





Resultat: Bis zu 5 Stunden ist eine Glykolyse abzulehnen. Nach 
24 Stunden ist eine minimale Glykolyse nachweisbar, indessen ist mit der 
Wahrscheinlichkeit der Infektion der Probe zu rechnen. 


Versuch 6. 
5g nicht gewaschener Trockenmuskels + 100 ccm lproz. Phosphat- 
lösung (py = 6,3) + 100 mg Glucose. Bei 40°C. Toluolzusatz. Wieder- 
gefunden: 














Glucose Milchsäure 

ANA EEN mg DR ` 
Sofort. . 2 2 2 2.2.0. 82 5 
Nach 5 Stunden . .. . 83 — 
„ 24 ° 54 4 











Resultat: Bis zu 5 Stunden ist keine Glykolyse nachweisbar; das Defizit 
von etwa 30 mg Glucose nach 24 Stunden 'war hier durch Infektion mit 
Gárungserregern nachweislich zu erkláren. 


Von der Anführung weiterer Versuche an Trockenmuskelauf- 
sohwemmungen sehen wir ab; die Erfahrung hat uns gelehrt, daß zwei 
Möglichkeiten zu Täuschungen führen, und zwar die ungleiche Ver- 
teilung des Zuckers in dem freien Medium und dem Bodenkörper der 
Muskulatur, die den Zucker adsorbiert, ferner die auch durch Toluol- 
zusatz nicht ganz vermeidbare Infektion mit Gärungserregern bzw. 
Milchsäurebakterien. Wir haben mit unseren Versuchen an gewaschenen 
und ungewaschenen Trockenmuskeln nicht den sicheren Beweis erbringen 
können, daß die Trockenmuskulatur noch ein wirksames glykolytisches 
Ferment besitzt. 

Wir haben sodann eine Reihe ähnlicher Versuche an Lebern von 
Hunden durchgeführt, wobei die Leber nach der v. Eulerschen Vor- 
schrift zum Trockenpräparat verarbeitet wird, teils ohne weitere Vor- 
behandlung, teils nach Waschung mit destilliertem Wasser. 
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Versuch 1. 


5 g Trockenleber, die lebensfrisch erst mit destilliertem Wasser 1 Stunde 
lang ausgewaschen worden war. 100 cem 1proz. Phosphatlósung (py = 6,3). 
100 mg Glucose. Toluolzusatz. Bei 40°C. Es wurden wiedergefunden: 


Glucose | Milchsäure 
EEN _ m 








Sofort Eo a E SE — 
Nach 5 Stunden... - 82 5,7 
„ 24 X Se q 55 6,1 





Resultat: Verschwinden von Zucker, indessen erwies sich die Probe 
mit Gärung:erregern infiziert. 
Versuch 2. 


Parallelversuch, jedoch unter Zusatz von 20 Einheiten Insulin. Es 
wurden wiedergefunden: 


| Glucose | Milchsäure 























| mg | mg 
Sofort. 2.2 een | 86 27 
Nach 5 Stunden .... 89 ad 
„ 24 P z y 54 6,7 


Resultat: Bis zu 5 Stunden keine Glykolyse; danach Vergárung durch 
(+árungserreger. | 
Versuch 3. 
ög ungewaschener Trockenleber + 65 ccm lproz. Phosphatlösung 


(Pg = 6,3) + 100 mg Glucose. Toluolzusatz. Bei 40°C. Es wurden wieder- 
gefunden: | 











| a. | Milchsšure 
A Sup wakaya SANA SE = mg- — 
Nach 1 Stunde en S 150 5 
„ 3 Stunden. . fan 4 
a Š , 5 





Resultat: Keine Glykolyse; die Mehrausschüttung von 50 mg Glucose 
ist aus den Glykogenvorráten zu erklären. 
Versuch 4. 


Op gewaschener Trockenleber + 65ccm  1proz. Phosphatlösung 
(Pa = 6,3) + 100 mg Glucose. Bei 40°C. Es wurden wiedergefunden: 

















| Glucose | Milchsšure 

nn OBER... SC 
Nach 1 Stunde ....} 84 Ë š 4 
„ 3 Stunden... . . | 124 5 
„5 a 14 O| 5 


D 


Resultat: Keine Glykolyse, doch gibt die Leber diastatisch noch aus 
Glykogenvorräten Zucker ab. 


13* 
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Versuch 5. 


Parallelversuch zu Versuch 4, jedoch unter Zusatz von 20 Einheiten 
Insulin. Es wurden wiedergefunden: 











| Glucose į Milchsšure 
SS SE | _ mg AÑ PR 
Nach 1 Stunde ....¡y 120 3 
n 3 Stunden. ... 150 4 
n 5 ” ° @ o e | 105 6 


Resultat: Keine Glykolyse, indessen von der dritten Stunde ab Ver- 
gärung des Zuckers infolge Infektion. 


Versuch 6. 
Parallelversuch zu Versuch 4, jedoch sind zu der Probe statt Insulin 
5 ccm des eingeengten Leberwaschwassers zugesetzt. Bei 40°C. Es wurden 
wiedergefunden : 

















| Glucose | Milchsaure 
o KSE më ë | ç mg 
Nach 1 Stunde .... l 138 3 
„ 3 Stunden. . . . | 143 — 
p. D ep e 158 3 


Resultat: Keine Glykolyse, indessen zunehmende diastatische Zucker- 
ausschúttung aus den Glykogenvorráten der Trockenleber. 


Auch hier sehen wir von der Ausfúhrung weiterer Untersuchungen 
ab; es ist uns nicht gelungen, ein glykolytisches Ferment in der Trocken- 
leber nachzuweisen; wo es sich um Verschwinden von Zucker handelt, 
ist nachweislich eine Infektion mit Gärungserregern verantwortlich 
zu machen; im übrigen zeigt sich die Trockenleber noch empfindlicher 
in bezug auf die Infektion mit Gárungserregern als der Trockenmuskel. 

Schließlich haben wir noch die Frage geprüft, ob etwa in den 
diastatischen Leberversuchen, die ja leicht mit der Trockenleber ge- 
langen, wie die Beobachtungen von v. Euler, Myrbäck und Karlsson 
zeigen, ein hemmender Einfluß seitens des Insulins zu konstatieren ist. 


Glykogenversuche mit Trockenleber. 


Versuch 1. 


8 g Trockenleber (Hund) + 100 eem 2proz. Phosphatlósung (py = 6,3) 
+ 100 mg Glykogen. Bei 37°C. Toluolzusatz. Es wurden gefunden: 

















H 


BU 80 


| | Glucose | Milchsäure 
mg mg 
Nach 1 Stunde .... 63 7 
3 Stunden e. 76 6 


9 
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Versuch 2. 


Parallelversuch, nur mit Zusatz von 50 Einheiten Insulin. Es wurden 
gefunden: 














| | Glucose Milchsäure 
| f I | 8 mg | mg 
Nach l Stunde ....% 70 | 8 
„ 3Stunden... . | 80 | 8 
ec, 38 e $e o UA 80 I 10 


Resultat: Beim Vergleich von Versuch 1 und 2 läßt sich kein bemerkens- 
werter Unterschied hinsichtlich der Diastasewirkung feststellen. Erwähnens- 
wert in den Glykogenversuchen ist immerhin die Zunahme um 2 mg Milch- 
säure in beiden Versuchen, doch ist diese Menge so gering, daß sie in den 
Fehlergrenzen der Methodik liegt. 


| Versuch 3. 
5g ungewaschener Trockenleber + 65 ccm 1proz. Phosphatlösung 


(pu = 6,3) + 100 mg Glykogen. Bei 40°C. Toluolzusatz. Es wurden 
gefunden: 








I Glucose Milchsáure 
mg mg 
Nach 1 Stunde „... | 84 4 
y 3 Stunden. .. . . | 124 5 
GE "e ca 124 5 
Versuch 4. 


5g gewaschener Trockenleber + 65ccm  1proz. Phosphatlösung 
(pa = 6,3) + 20 Einheiten Insulin + 100 mg Glykogen. Bei 40°C. 
Toluolzusatz. Es wurden gefunden: 





| a e 
| Glucose | Milchsäure 
| mg mg 


| 30 2 
42 2 
100 2 


Resultat: Wenn auch Versuch 3 und 4 an sich nicht ganz vergleichbar 
sind, ist man doch zu sagen berechtigt, daß der Insulinzusatz bei Versuch 4 
keinesfalls die diastatische Wirkung in der Trockenleber bremst. Glykolyse 
(Milchsäurezuwachs) ist weder bei Versuch 3 noch 4 zu finden. 


Schließlich führen wir noch zwei Glykogenversuche am Trockenmuskel 
im gleichen Sinne an: 














„ 3 Stunden .... 








y” 6 ” ° ° e D 


Versuch 5. 


5g Trockenmuskel + 65ccm lproz. Phosphatlösung (Pg = 6,3) 
+ 100 mg Glykogen. Bei 40°C. Toluolzusatz. Gefunden: 























1 Glucose Milchsäure 
8 S DR | mg 
Nach 1 Stunde .... . 42 7 
» 3 Stunden. ... / 72 11 


st, 2 ENEE 71 
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Versuch 6. 


5g Trockenmuskel + 65ccm  1proz. Phosphatlösung (pg = 6.3) 
+ 100 mg Glykogen + 20 Einheiten Insulin. Bei 40°C. Toluolzusatz. 
Gefunden: 


— e | Glucose | Milchsäure 














Beau SE mg _”E 
Nach 1 Stunde . , . ¿ e .... 3 30 == 
„ D Stunden. . . . ' 67 11 


Resultat: Keine Hemmung der Diastasewirkung in Versuch 6 gegen- 
über 5 durch Insulin. 


Zusammenfassend dürfen wir also sagen, daß es uns nicht gelungen 
ist, ein glykolytisches Ferment in der Trockenleber oder dem Trocken- 
muskel nachzuweisen und daß die Leber- und Muskelglykogenase am 
Trockenpräparat durch Insulin nicht gehemmt wird. 


Studien über intermediáren Kohlenhydratumsatz. 


XI. Mitteilung: 


Über die Hexosediphosphatase der Muskulatur und Leber und ihr parodia 
die Monohexosephosphorsáure. 


Von 
Theodor Brugsch, Melanie Cahen und Hans Horsters. 


(Aus der II. medizinischen Klinik der Charité Berlin.) 
(Eingegangen am 10. August 1925.) 


In unserer achten Mitteilung!) haben wir uns mit der Frage der 
Phosphatase der Hexosediphosphorsäure in der Leber befaßt und in 
Bestätigung der Befunde von Euler und Funcke, Hagemann, Takahashi?) 
und Forai?) in der durchströmten Hundeleber eine sehr wirksame 
Phosphatase feststellen können; daß im übrigen nicht nur die Leber 
eine solche wirksame Hexosediphosphatase besitzt, sondern auch 
andere Organe, insbesondere die Muskulatur, hatten bereits Takahashi 
und Forai gefunden. Zu gleichen Resultaten ist auch Robisont) mit 
seinen Mitarbeitern und in jüngster Zeit Demuth) gekommen. 

Uns hatte in unserer achten Mitteilung schon die Frage interessiert, 
in welche Spaltprodukte in der Leber die d-Fructosediphosphorsäure 
gespalten wird, und wir zogen aus unseren diesbezüglichen Unter- 
suchungen den Schluß, daß die Leber die Hexosediphosphorsäure nicht 
— wie Embden und seine Schule es annimmt — glatt in Milchsäure und 
Phosphorsäure aufspaltet, sondern in d-Fructose und Phosphorsäure, 
und zwar auf Grund der Tatsache, daß sich in der Durchströmungs- 
flüssigkeit nach Zusatz dieser Substanz zunehmende Linksdrehung 
bei zunehmender anorganischer Phosphorsäure zeigt, ferner auch, weil 
die Durchströmungsflüssigkeit in zunehmender Stärke die Seliwanoff- 
sche Reaktion auf d-Fructose gibt. Indessen ist die Linksdrehung der 


1) Diese Zeitschr. 155, 459, 1925. 

2) Ebendaselbst 145, 178, 1924; 146, 161, 1924. 
3) Ebendaselbst 145, 47, 1924. 

4) Biochem. Journ. 16, 1923; 17, 1924. 

5) Diese Zeitschr. 159, 415, 1925. 
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Durchströmungsflüssigkeit, wie uns eine größere Reihe späterer Ver- 
suche zeigte, nicht ein untrügliches Zeichen für das Auftreten links- 
drehenden Zuckers in der Leber, insofern nämlich die Leber, wenn sie 
nach einigen Durchströmungen erschöpft wird, die linksdrehende ß-Oxy- 
buttersäure ausschwemmt. Nicht zuletzt diese Beobachtung war für 
uns eine Veranlassung, die Frage der Zerlegung der Hexosediphosphor- 
säure noch einmal aufzunehmen, um exakt die Spaltprodukte, in die 
sie durch die Phosphatase zersprengt wird, festzustellen. 


Methodik. 


Wir verwandten die Suspension von Trockenmuskel und Trockenleber, 
die nach dem Verfahren von v. Euler hergestellt wurde (s. die Beschreibung 
in unserer Mitteilung X, dieses Heft). Eine Anzahl von Versuchen wurde 
auch an frischer Muskulatur angestellt. Um jede Störung durch eine In- 
fektion der Probe auszuschließen, wurden die Versuche nach Möglichkeit 
nur auf einige Stunden ausgedehnt, was vollauf genügt. 

Als d-Fructosediphosphat benutzten wir ein Präparat von Bayer, da: 
13,03 Proz. P und 13,79 Proz. Na enthielt; das sehr hygroskopische Präparat 
enthielt pro Gramm der Substanz 20 mg anorganischer PO, gab einen 
Reduktionswert von 20 mg (berechnet auf Glucose) und enthielt etwa 6mg 
freie Lävulose. Die Seliwanoffsche Probe war in lproz. wässeriger Lösung 
schwach positiv. Zur Analytik benutzten wir die Polarisation im Drei- 
schattenapparat von Lippich (Schmidt und Haensch); die 1proz. Lösung 
drehte + 0,03 bis 0,04 im l-dm Rohr. Zur Bestimmung der anorganischen 
PO, benutzten wir das Verfahren von Embden bzw. die Magnesiafällung zur 
Reduktionsbestimmung das Verfahren von Folin-Wu, zur Bestimmung der 
d-Fructose (neben dem qualitativen Nachweis durch die Seliwanoffsche 
Probe) das Verfahren von Pinoff und Gade!). 


Versuch 1. 


5 g Trockenleber (zuvor mit destilliertem Wasser ausgewaschen) werden 
mit 100 ccm Ringerlösung versetzt und 0,2 g d-fructosediphosphorsaurem 
Na bei 40°C. 


Reduktionswert der Lösung sofort . 4 mg 
nach % Stunde . . 2. 22 2 2 2 2 2 20. 25 „ 
Seliwanoffsche Probe. . . . . 2 2 . . . . ++ 
Resultat. Linksdrehender Zucker ist nachweisbar; ob allerdings die 
Zunahme des Reduktionswertes auf Abspaltung von d-Fructose in der 
Hauptsache zurückführbar ist, bleibt ungewiß. 


Versuch 2. 


5g Trockenmuskel (ungewaschen) + 100 eem Ringerlösung + 0,28 
d-fructosediphosphorsaures Na bei 40°C. 
Reduktionswert vor Lösung, sofort 4 mg (berechnet auf Glucose) 
nach Y, Stunde ët o eren ei 14 ( e ¿š e 
Seliwanoffsche Probe. . . . . . . . . + 
1) Chem.-Ztg. 88, 615, 1914; ferner Abderhaldens biol. Arbeits- 
methoden 1922, Abs. I Chem. Methol., Tl. V. Arbeitsmethoden, S. 216. 


| 
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Resultat. Hier war eine Zunahme der Reduktion kaum durch Glykogen- 
diastasierung anzunehmen, vielmehr an eine d-Fructoseabspaltung im Verein 
mit der deutlicher gewordenen Seliwanoffschen Reaktion zu denken. 


Versuch 3. 


10 g frischer, zerkleinerter Muskel + 100 cem lproz. Phosphat, py 7,0 
+ 2g hexosediphosphorsaures Na. Toluolzusatz bei 40°C. 


Drehung im 1-dm-Rohr, sofort . . . zs + 0,05 
nach 1, Stunden La ee 20707 
Seliwanoffsche Probe. . . . .. - . . . . . ++ 

Resultat. Die Linksdrehung im Verein mit der starken Seliwanoffschen 

Reaktion ließen uns die Aufspaltung der Substanz in d-Fructose zweifelsfrei 

annehmen. 

Wir verfolgten indessen die Versuche weiter, indem wir jetzt den 

Drehungsänderungen in erster Linie unsere Aufmerksamkeit schenkten. 

Zunächst untersuchten wir daher, ob eine lproz. d-fructosediphosphor- 
saure Na-Lösung ihr Drehungsvermögen bei 40°C bei verschiedener pg 
ändert. 

Versuch 4. 


100 ccm 1proz. Phosphat + lg d-fructosediphosphorsaures Na bei 
40%. Py 6,3. 


10h 00” a = + 0,04 
10 30 a = + 0,04 
11 00 a = + 0,05 
11 30 a = + 0,04 
12 00 a = + 0,04 


Versuch 5. 
100 cem 1proz. Phosphat + lg d-fructosediphosphorsaures Na bei 


40°C. pe 70. 
10500 .. 2. 2 2 2 2 2 . . . a= + 0,04 
10 30... 2 2 2 Oz + 0,04 
1100 ... 2 2 2 2 2 . . .qa= + 0,04 
11 30°... 2 2 2 OO = + 0,04 
12 00 _ . .. . 2 2 d ses + 0,04 


Nunmehr, da keine Drehungsänderung in der Phosphatlösung erfolgt 
war, untersuchten wir die Drehungsänderungen unter dem Einfluß der 
Phosphatasen. 

Versuch 6. 


5 g Trockenmuskel (ungewaschen) + 100 cem 1proz. Phosphat, py 6.3 
+ 1 g d-fructosediphosphorsaures Na bei 40°C. Toluolzusatz. 


Probe 1. 10600’. . . . . . . a = + 0,04 
„ 2 1030... .... . . a= + 0,02 
» 3 1100... .. . . a= + 0,07 
„ 4 1130 .......«a= + 0,08 
„ 5. 1200... .... wv OS +0,11 


Resultat. Nach einer anfánglichen Verminderung der Drehung eine 
deutliche Zunahme der Rechtsdrehung. Dieses unerwartete Resultat ließ 
daran denken, daß hier vielleicht keine Abspaltung von d-Fructose statt- 
gefunden hätte; es zeigte sich aber die Seliwanoffsche Probe in Probe 2 
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bis 5 sehr stark. Wir stellten daher in den einzelnen Proben, die wir ent- 
nommen hatten, quantitative d-Fructosebestimmungen nach dem Ver- 
fahren von Pinoff und Gade an: 


Probe 1. d-Fructose . = 6 mg-Proz. 
, 2. sn ° = 38 mg 
„ 3. ° = 45 „ 
» 4. e ER, EH 
ge 5 j ewa na DE 


Diese Werte schienen uns zunāchst in keinem Verhältnis zu den 
Drehungswerten zu stehen. Indessen wiederholten wir diese Versuche. 


Versuch 7. 


5 g Trockenmuskel (ungewaschen) + 100 cem 1proz. Phosphatlósung, 
PH 7 + 1g d-fructosediphosphorsaures Na bei 40°C. Toluolzusatz. 














Zeit | Drehung | an Bemerkungen 
. z. 
10h a — + 0,04 6 
10306 tU | 28 |) seiwanofische 
11 a = + 0,05 27 aku 
11 30' | a — + 0,05 44 ark Sit 
12 a — + 0,10 47 SS Sus 


Das Resultat ist das gleiche, wie in den vorigen Versuchen: anscheinend 
Abspaltung von d-Fructose, nach der Seliwanoffschen und der Diphenyl- 
aminreaktion zu urteilen, dabei deutlich zunehmende Rechtsdrehung. Um 
letztere noch deutlicher zu beobachten, verwandten wir einen konzentrierteren 
Zusatz von d-fructosediphosphorsaurem Na. 


Versuch 8. 


5 g getrockneter (ungewaschener) Muskel + 100 ccm lproz. Phosphat- 
lösung, py 6,3 + 2g d-fructosediphosphorsaures Na bei 40% C. Toluol- 
zusatz. 

Zeit | ` Dret Drehung | Bemerkungen 




















10h l. a = 0,06 


v 20 | a Ss ei We — 0,04 Zunehmende 

E ma =s Seliwanoffsche 
{i 30 a= 0, 12 Reakti 
12 (ass 0.16 aktion 





Damit war das Resultat der zunehmenden Rechtsdrehung bei deut- 
licher d-Fructosereaktion sichergestellt. Um aber den scheinbaren Wider- 
spruch zwischen Rechtsdrehung und Fructosewerten zu lösen, stellten 
wir die gleichen Versuche unter Feststellung der abgespaltenen PO, und 
der Milchsäure an, wobei wir gleichzeitig auch den frischen Muskel mit 
in die Untersuchung einbezogen, in Anbetracht des Ergebnisses unseres 
Versuchs 3. 
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Versuch 9. 


5g Trockenmuskel + 100ccm Ringerlósung ohne Zucker, pg 6.3 
+ 1,0g d-fructosediphosphorsaures Na bei 40°C. Toluolzusatz. 


Sofort: Drehung a = 0,04. 


d-Fructose co... . = 6 mg-Proz. 

Milchsáure . .. 2.2.2. . = 87 e 

Anorg. PO, . = 20 mg 
Nach 2 Stunden, Drehung a = 0,13 bis 0,14. 

d-Fructose SR = 28 mg-Proz. 

Milchsáure .........x= 89 Me 

Phosphorsáure . . . . . . . . = 52,3 5 


Resultat. Ohne Aufspaltung zu Milchsäure sind hier aus dem 1g 
d-fructosediphosphorsauren Na 52 mg PO, abgespalten worden und 28 mg 
d-Fructose; da nach Abzug der bereits frei in dem Präparat enthaltenen 
20 mg PO, die Säure nach der Analyse maximal 370 mg PO, enthalten 
kann, so legt der Wert von 52 mg H,PO, (davon 20 mg frei vorhanden 
gewesene H,PO,) den Gedanken nahe, daß die Trockenmuskulatur eine 
Hexosediphosphatase besitzt, die innerhalb von Stunden bei 40°C eine 
Hexosediphosphorsáure in eine Hexosemonophosphorsäure zerlegt mit einem 
wesentlich höheren Drehungswert als dem des hexosediphosphorsauren 
Natron, das den Wert von 3,8° aufweist. Diese Hexosemonophosphor- 
säure muß sodann nicht nur eine Seliwanoffsche Reaktion geben, sondern 
es muß nach der quantitativen Bestimmung mit Phenyldiamin die 
Hexosemonophosphorsäure auch eine Oxydation des Phenyldiamins be- 
wirken. Auch ist es nicht unwahrscheinlich, daß das Spaltprodukt der 
Monohexosephosphorsäure rechtsdrehend ist. 

Wir haben nun diesen Versuch an der frischen Muskulatur schon mit 
Rücksicht auf das Ergebnis des Versuchs 3 wiederholt. 


Versuch 10. 


10 g zerkleinerter frischer Kaninchenmuskel + 100 ccm Ringerlósung 
ohne Zucker + 1 g d-fructosediphosphorsaures Na bei 40°C. Unter Toluol. 


Sofort: Drehung a = + 0,04. 


d-Fructose = 6 mg-Proz. 

Milchsáure . . . 2.2.2.2... = 16 ze 

Phosphorsäure . = 20 ss 
Nach 2 Stunden: Drehung a = + 0,06. 

Milchsáure : een S = 21 mg-Proz. 

Phosphorsáure . . . . . . . . = 69 e 

d-Fructose = 21 di 


Resultat. Der Drehungswert ist nur um einen geringen Wert gestiegen, 
trotzdem der Phosphorsáurewert (nach Abzug von 20 mg) etwa 50 mg 
beträgt. Das legt die Vermutung nahe, daß die Hexosediphosphorsáure 
teilweise in rechtsdrehende Monohexosephosphorsäure, bzw. weiter in eine 
(rechtsdrehende) Hexose, teilweise aber auch in d-Fructose und Phos- 
phorsäure gespalten worden ist. Die Menge neu gebildeter Milchsäure 
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(nur 5 mg) ist so gering, daß sie hinsichtlich des Spaltungsprozesses des 
hexosediphosphorsauren Na kaum in Frage kommt. Wir kónnen also in 
diesem Versuche annehmen: 1. Spaltung der Hexosediphosphorsáure in 
Monohexosephosphorsáure. 2. Spaltung der Hexosediphosphorsäure 
in d-Fructose und Phosphorsäure. 3. Spaltung der Monohexosephosphor- 
sáure in (rechtsdrehende) Hexose. 4. Spaltung der Hexosen in Milch- 
sáure. Nach den Drehungsverhältnissen zu urteilen, überwiegt der 
Spaltungsprozeß 1 gegenüber der Spaltung 2; am meisten tritt der vierte 
Spaltungsprozeß zurück. 

Wir haben nunmehr noch eine weitere Reihe von Versuchen zur Kon- 
trolle angestellt, vor allem am Trockenmuskel: 


Versuch 11. 


5 g Trockenmuskel + 100 ccm destilliertes Wasser + 1g d-fructose- 
diphosphorsaures Na bei 40°C. Toluolzusatz. 























[ Drehun d»Fructose | Milchsäure 
o | | mgProz | mg 
Sofort . . . . a— 0,04 6 | 6 
Nach 3 Stdn. . a= 0,1 41 | 
Nach 24 Stdn.. | a= 0,13 28 | 5 
P'O Ef, a oe x: US su Er M 3 . . mg 
Nach 24 Stdn. SR e e Jee A el se "8 ° 128 „ 


Resultat. Selbst nach 24 Stunden geht die Spaltung beim Trocken- 
muskel nicht über die Hexosemonophosphorsäure hinaus (siehe den 
Drehungswert und die Phosphorsäuremenge unter Vergleich von Versuch 9). 
Daß ferner der Prozeß der Aufspaltung in Monohexosephosphorsäure aus 
dem Hexosediphosphat durch Insulin nicht aufgehalten wird, mag der 
folgende Versuch zeigen. 


Versuch 12. 


5 g Trockenmuskel + 100 ccm Aqua dest. + 1g Na-Hexosediphosphat 
+ 20 Einheiten Insulin bei 40°C unter Toluol. 


930”. Drehung . . . . . . a= + 0,04 
11 15 s >... |+ . G = + 0,08 
12 30 s; . . . e . G = +0,1 


Die Werte liegen genau wie im Versuch 11. 


SchlieBlich führen wir einen Versuch an der Trockenleber an, der 
zeigen soll, daß auch hier die Verhältnisse ganz gleichsinnig verlaufen. 


Versuch 13. 


5g Trockenleber (gewaschen) + 100 ccm Wasser + lg Na hexose- 
diphosphoric. + Toluol bei 40°C. 


930”, Drehung . . . . . . a= + 0,04 
11 15 Se ©... . . G = + 0,06 
12 30 Se 22... G = + 0,08 


Die Ergebnisse sind gleichsinnig, wie bei der Trockenmuskulatur. 
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Wir haben nun unsere Annahme, daß die Hexosediphosphorsáure 
in eine Hexosemonophosphorsáure aufgespalten wird, durch Erfassung 
dieses Produktes zu stützen gesucht. Bekanntlich hat C. Neuberg!) die 
Fructosediphosphorsäure durch Abspaltung eines Moleküls Phosphor- 
säure in eine Fructosemonophosphorsäure übergeführt im Sinne der 
Gleichung: 


C, H,O, (PO,H,), + H,O = C H, (PO,H,) + H,OH,PO,. 


Er hat dies durch gelinde Säurehydrolyse erreicht. Diese Substanz 
gibt nur einen Drehungswert von [a]; = 2,3 bei positiver Seliwanoff- 
scher Reaktion. 


Da in unseren Beobachtungen der Drehungswert viel höher liegen 
muß, konnte dieser Körper nicht in Frage kommen. Andererseits 
hat Robison bei der Hefegärung einen Hexosemonophosphorsäureester 
isolieren können, dem die gleiche Formel zukommt: 


C, H,, O, (P O, H,) . 


Dieser Phosphorsšureester hat einen Drehungswert von [a]n,, = 25° 
und gibt starke Seliwanoffsche Reaktion. Es war also unwahrscheinlich, 
daß dieser Körper identisch mit dem von uns vermuteten Hexose- 
monophosphorsäureester ist. Um hier einen Anhaltspunkt zu gewinnen, 
haben wir 20g Trockenmuskel mit 400 ccm Wasser + 4g hexose- 
diphosphorsaurem Na 48 Stunden stehenlassen, dann die Lösung von 
dem Bodensatz abfiltriert, das Filtrat mit der zehnfachen Menge ab- 
soluten Alkohols gefällt, nach 24 Stunden filtriert, den Niederschlag 
in Wasser gelöst, freie Phosphate gefällt, Filtrat wieder in Alkohol 
gefällt, getrocknet und gewogen. 


0,3437 g ergaben nach Spaltung 0,1136 mg PO, was auf die 
Formel einer Hexosemonophosphorsäure stimmt. 


Der Drehungswert betrug bei t = 20% im 1-dm-Rohr, 
l 0,56% 100 


== 0 
Ap = 6,87 == 8,9". 


Der Drehungswert liegt also zwischen den Werten von Neuberg 
und Robison; dabei ergibt unsere Monohexosephosphorsäure starke 
Seliwanoffsche Reaktion, nach Aufspaltung rechtsdrehende Hexose. 

Zusammenfassend können wir daher sagen: der Trockenmuskel 
und die Trockenleber von Kaninchen und Hund besitzen eine Hexose- 
diphosphatase, die die Hexosediphosphorsäure in eine rechtsdrehende 
Hexosemonophosphorsäure spaltet; diese letztere ist dem Drehungs- 
werte nach nicht identisch mit der Neubergschen Hexosemonophos- 








1) Neuberg, Diese Zeitschr. 88, 432, 1918. 
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phorsáure, auch nicht identisch mit der Robtsonschen Hexosemono- 
phosphorsáure aus Hefe; sie gibt starke Seliwanoffsche Reaktion und 
läßt sich mit der Methode von Pinoff und Gade bestimmen. Der frische 
Muskel besitzt — gegenüber dem Trockenmuskel — die Fähigkeit, die 
Hexosediphosphorsäure in Phosphorsäure und d-Fructose, ferner aber 
auch noch in Monohexosephosphorsäure und weiter in Hexose, bzw. 
Milchsäure zu spalten. In diesem Sinne sind die Zwischenzucker, die 
wir in unserer sechsten Mitteilung!) in Leber und Muskulatur aufweisen 
konnten, zum Teil als Gemenge von Hexosediphosphorsäure und Hexose- 
monophosphorsäure anzusehen. 


Das Schema für die Umsetzung der Hexosediphosphorsäure in 
Muskel und Leber muß also lauten: 


a-Hexosediphosphatase Glykogen 


Hexosediphosphorsäure ——————=> d-Fructose + PO, 
3-Hexosediphosphatase — | 
Hexosemonophosphorsáure + PO, 
Hexosemonophosphatase | 
(rechtsdrehende) Hexose + PO, 
Glykolyse | 
Milchsäure 


Die a-Hexosediphosphatase und die ß-Hexosediphosphatase sind 
nicht identisch, da der Trockenmuskel nur die letztere besitzt, der 
frische Muskel beide. 





1) Diese Zeitschr. Bd. 149, Heft 1/2, 1924. 


Studien über intermediären Kohlenhydratumsatz. 


XII. Mitteilung: 
Über den Einfluß des Insulins auf die Atmung der Muskulatur und der Leber. 


Von 
Theodor Brugsch, Hans Horsters und Joseph Vorschütz. 


(Aus der II. medizinischen Klinik der Charite, Berlin.) 
(Eingegangen am 10. August 1925.) 


Mit 15 Abbildungen im Text. 


In unserer siebenten und neunten Mitteilung!) ist die Frage der 
Einwirkung des Insulins auf den Gaswechsel der Muskulatur und Leber 
von Meerschweinchen und Hunden unter verschiedenen Ernährungs- 
bedingungen, auch beim pankreasexstirpierten Hunde studiert worden, 
mit dem Ergebnis, daß an der Leber das Insulin die Atmungsgröße der 
normalen Leber nicht beeinflußt, ebensowenig wie die der Muskulatur, 
daß aber bei der hungernden Leber Insulin in vivo die Atmungsgröße 
wachsen läßt. Auch zeigte die pankreasdiabetische Leber einen er- 
niedrigten Atmungswert. ` I 


Unsere Erfahrungen decken sich zum Teil mit den Erfahrungen der 
Literatur, zum Teil widersprechen sie diesen. 

Ubereinstimmend sind sie mit den Erfahrungen von Heymans, 
Motion 7), ferner von Noyons, Bouckaert und Siereus?) und denen von 
Cloedt und van Canneyt’). 

Heymans und Matton fanden an lebendfrischen Organen keine Steigerung 
der CO,-Produktion unter Insulin, und in Ergänzung zu diesen Versuchen 
berichten Cloedt und van Canneyt über das gleiche Ergebnis, allerdings 
unter Benutzung einer indirekten Methode, indem die Oxydationsgröße 
kolorimetrisch aus der Reduktion des Dinitrobenzols zu Nitrophenyl- 
hydroxylamin nach der Methode von Lipschütz (Pflügers Arch. 191, 1, 1921) 
bestimmt wurde. 


1) Diese Zeitschr. 151, H. 3/4, 1924; ferner 158, H. 1/3, 1925. 

2) C,r.de la Soc. de biol. 90, 361, 1924 ; ferner Arch. intern. de Pharmaco- 
dynamie et de Therapie 29, 3—-4, 1924. 

3) C. r. de la Soc. de biol. 90, 365, 1924. 

t) Ebendaselbst 91, 92, 1924. 
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Im Gegensatz zu diesen und unseren Ergebnissen stehen aber zwei 
andere Arbeiten, so die von Büchner und Grafe!), der an Gewebsschnitten 
mit der Warburgschen Methode unter Insulin Vermehrung der CO,-Pro- 
duktion bis zu 500 Proz. findet; diese Ausschläge sind so exorbitant hoch, 
daß sie kaum von uns hätten verkannt werden können, so daß man an 
Versuchsfehler denken muß. 


Schließlich hat noch Ahlgren?) über eine Steigung der Oxydation unter 
Insulin berichtet, die er mit der Methylenblaumethode erhalten hat. Da 
wir aber hier uns nicht mit den indirekten Methoden des Nachweises ge- 
steigerter Oxydation unter dem Finflusse des Insulins befassen wollen, 
werden wir diese Frage in der Mitteilung XIII einer Besprechung unter- 
ziehen. 


Als Schlußfolgerung unserer sowie der bisher vorliegenden Arbeiten 
könnte man geneigt sein, in der Tat dem Insulin jeglichen fördernden 
Einfluß auf die Verbrennung der Glucose zu CO, abzusprechen, ja man 
könnte sogar aus den allerdings widerspruchsvollen Respirationsversuchen 
am Tiere (zum Teil mit dem Ergebnis der Verminderung des O,-Verbrauchs 
unter Insulin) zu der Anschauung gelangen, daß das Insulin sogar die 
Glucoseverbrennung hemmt. 

Wir halten aber die Versuche über den Einfluß des Insulins auf die 
Atmung der Gewebe noch nicht für abgeschlossen; ausgehend von der 
von uns immer wieder betonten Tatsache, daß das zur Hypoglykämie 
führende Insulinexperiment ganz unphysiologisch ist [dabei sprechen 
neuere Versuche von Lesser?) für eine Steigung der Kohlenhydratverbrennung 
unter Insulin], erscheint es uns nämlich notwendig, den Einfluß des Insulins 
auf die Atmung unter solchen Bedingungen zu studieren, unter denen man 
von vornherein auf ein Fehlen von Insulin schließen kann. Bedenkt man 
ferner, daß das Insulin in vitro unter anoxybiotischen Verhältnissen 
keine Wirksamkeit zeigt, so wird an sich schon der Gedanke auftauchen 
müssen, daß das Insulin irgendwie mit dem oxybiotischen Prozeß ver- 
koppelt sein muß, noch mehr aber wird ein solcher Zusammenhang 
naheliegend, wenn man die Cofermentnatur des Insulins berücksichtigt 
und man die Analogien zum Coferment der Hefe zieht. O. Meyerhof*) hat. 
bekanntlich nachgewiesen, daß der durch Dialyse oder Ultrafiltration 
inaktiv gemachte Hefepreßsaft seine Gärfähigkeit nicht nur durch das 
eingeengte Dialysat bzw. Ultrafiltrat wiedererlangt, sondern auch durch 
den gekochten Muskelextrakt, der als „Coenzym‘“ für die mit destilliertem 
Wasser gewaschene Muskulatur zugleich der sogenannte Atmungskórper 
ist. Meyerhof konnte weiter zeigen, daß auch die Atmung des inaktivierten 
Hefemazerationssaftes durch den Muskelkochsaft aktiviert wird, und die 
des nicht aktivierten Hefemazerationssaftes stark gesteigert wird. Der 
Atmungskörper (als Coenzym) der Muskulatur aktiviert also nicht nur die 
Atmung der ausgewaschenen Muskulatur, sondern er vermag auch als 
Aktivator sowohl in den Gär- wie Atmungsmechanismus der Hefe einzu- 
greifen. Die daraus zu schließende Analogie ist daher die, daß, wenn das 
Insulin als Coferment in den Zymasekomplex der Zuckerverwertung ein- 
greift, es auch gleichzeitig in den Atmungsmechanismus eingreifen müßte. 


1) Klin. Wochenschr. 2, 2320, 1923. 

2) Skand. Arch. f. Physiol. 44, 167, 1923. 
3) Diese Zeitschr. 153, 39, 1924. 

4) H. 101, 165, 1918. 
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Zum Studium dieser Frage mußte aber eine Änderung der bis- 
herigen Versuchsanordnung durchgefúhrt werden, indem wir námlich 
die auf die Insulinwirkung zu untersuchenden Gewebe einer Aus- 
waschung unterzogen, um diese von ihrem Atmungskörper [ Pnein nach 
Batelli und Stern!)] zu befreien. Nach Batelli und Stern läßt die Atmung 
der Gewebe einige Zeit nach dem Tode des Tieres nach und wird durc'i 
Zusatz des Atmungskörpers wieder gesteigert; einen solchen die Atmung 
steigernden Effekt erzielt: der Atmungskörper auch am gewaschenen 

sewebe. 

Statt des Atmungskörpers benutzten wir nun das Insulin, um, wie 
gesagt, zu erproben, ob dieses etwa die Funktion des Atmungskörpers 
zu erfüllen in der Lage ist. In dieser Hinsicht sind nun einige Regeln 
von Bedeutung, die Lina Stern für das Pnein (= Atmungskörper) 
aufgestellt hat. | 

Um die Wirksamkeit des Atmungskörpers zu erproben, darf das 
zu untersuchende Gewebe 1. nicht das Maximum des Gaswechsels auf- 
weisen und es muß 2. der Atmungsprozeß noch recht aktiv sein. Um 
die erste Forderung zu erfüllen, kann man das zu untersuchende Gewebe, 
nachdem es zerkleinert worden ist, mit Wasser auswaschen; um die 
zweite Forderung zu erfüllen, muß das Gewebe lebensfrisch sein und 
darf nicht zu lange ausgewaschen sein. 

Wir sind nun zum Nachweis der Frage, ob das Insulin etwa den 
Charakter des Atmungskörpers hat, so vorgegangen, daß wir eine Reihe 
von Untersuchungen in kalibrierten Gefäßen, deren Luft im Haldane- 
schen Apparat analysiert wurde, anstellten, wobei gewaschene Mus- 
kulatur bzw. Leber, aufgeschwemmt in Ringerlösung, teils mit, teils 
ohne Insulin in gewöhnlicher Luft 40 Minuten geschüttelt wurde. Das 
Ausmaß der Arıswaschung der Muskulatur und der Leber war ver 
schieden. 


Reihe I. 
(Versuche von Brugsch, Horsters und Vorschütz.) 


Methodik. 
[Siehe Mitteilung VII und IX 3).] 


Dem frisch getöteten und entbluteten Tiere wird Muskulatur bzw. 
Leber mit der Schere entnommen, diese gewogen und alsdann im Mörser 
zerstampft. Die gewogene Muskulatur bzw. Leber wird alsdann mit dem 
ein- bis mehrfachen Quantum dlestillierten Wassers 15 Minuten eventuell 
noch länger gewaschen, durch Mullfilter vom Wasser getrennt und in 
Ringerlósung, die 0,1 Proz. Glucose, aber kein NaHCO, enthielt, auf- 
geschwemmt. Je 30 ccm werden alsdann in zwei kalibrierte 300-ccm- 
sefäße gebracht, nachdem zu dem einen Gefäß eine gewisse Menge Insulin 

1) Lina Stern, Über den Mechanismus der Oxydationsvorgänge im 
Tierorganismus. Jena, Gustav Fischer, 1914. 

2) Diese Zeitschr. 151, H. 3/4; 163 und 158, H. 1,3. 
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zugesetzt worden war. In ein drittes Gefäß wurde eine entsprechende 
ungewaschene Portion von Muskulatur bzw. Leber ohne Insulin in Ringer 
aufgeschwemmt. Die drei Gefäße wurden nunmehr bei 40°C 50 Minuten 
lang geschüttelt und alsdann die Luft in den Gefäßen auf O, und CO, hin 
nach Haldane analysiert. In den Kontrollgefäßen wurde gleichlaufend der 
intermediáre Umsatz von Glucose, Phosphorsáure und Milchsäure bestimmt 
(Glucose nach Folin-Wu, anorganische Phosphorsáure nach Embden. Milch- 
säure nach Clausen-Meyerhof; Enteiweißung nach Schenk). Berechnung der 
Werte auf 10g des frischen Organs, ferner auf 1l g Eiweiß der Organ- 
suspension, errechnet aus dem N-Gehalt nach Multiplikation mit 6.25. 


Versuch 4 (Nr. 3, Journal X). 

Normales Meerschweinchen. 10g Muskulatur aus den hinteren Ex- 
tremitäten eines gut genährten Meerschweinchens herauspräpariert, werden 
in Ringerlösung (mit 0,1 Proz. Glucose, aber ohne NaHCO,) zu 100 cem 
suspendiert, nachdem die eine Portion mit 100 ccm destillierten Wassers 
in kleinen Portionen eine Viertelstunde gewaschen worden war. 

Es werden drei Portionen zu 30 cem Emulsion in kalibrierten etwa 
300-ccm-Gefüßen mit Dreiwegshahn 50 Minuten lang bei 40% C geschüttelt. 

Portion A = ungewaschen. 
Portion B = gewaschen + 2 Einheiten Insulin (Iluglandol).- 
Portion C = gewaschen. 


Eiweißgehalt der Suspension ungewaschen . . . . = 1,1 Proz. 
a e e gewaschen . . . . . -= 0,8 
Portion A (ungewaschen). berechnet auf 10g Muskulatur. 
CO,-Produktion . . . . 2.2.0.0. = 1,0 cem 
O, Verbrauch s Aci . éi . =(0,9 — 
Respivatorischer Quotient. co... = LI 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiweiß der Muskulatur = 0,82 ccm. 

















| 
| Zuckergehalt, Í " ' 
berechnet Se Glucose ; Milchsáure | Anorgan. H,PO, 
mg mg mg 
Vorher ..... SN 90 17 8 
Nach 50 Minuten . | 85 26 7 
Bilanz 4 — 5 | + Q | — | 


Portion B (gewaschen) + 2 Einheiten Insulin, berechnet auf l0u 
Muskulatur. 
CO,-Produktion . . . - . . . . . = 0,16 com 
O, -Verbrauch . . . . . a ED Q 
Respiratorischer Quotient. 0,8 


O,-Verbrauch pro Gramm Eiweiß der Muskulatur = 0.25 ccm. 





Zuck h Seege 
uckergc alt, Milchsäure Anorgan. H, PO, 


© berechnet auf Glucose | 
mg | mg mg 
| | | l 
Vorher... EN 80 9 5 
Nach 50 Minuten a 30 , 8 | A 


Bilanz | +0 — 1 TU 
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Portion C (gewaschen), berechnet auf 10 g Muskulatur. 
CO,-Produktion . . . . . . = 2,01 con 
O,-Verbrauch . . . . . . 2,63 ,, 
Respiratorischer Quotient . 0,76 


I | 


O,-Verbrauch pro Gramm Eiweiß der Muskulatur = 3,3 cem. 

















| Zuck halt, e T | 

i berechnet aut SE | Milchsäure | Anorgan. H; PO, 
| mg | mg mg 
Vorher . . . 2.2... 80 9 5 
Nach 50 Minuten. . ` 72 | 34 E 5 
Bilanz =g + 25 | +0 


Aus diesen Versuchen läßt sich der Schluß ziehen, dall. während der 
gewaschene Muskel gegenüber dem ungewaschenen eine (auffallende) 
Erhöhung der Atmung zeigt (Auswaschung des Hemmungskörpers), der 
Zusatz einer kleinen Insulindosis (= 2 Einheiten Iluglandol auf 10g 
Muskulatur) die Atmung mitsamt «den intermediären Umsätzen in der 
Muskelsuspension hemmt. 


Versuch B (Nr. 5, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10 g Muskulatur aus den hinteren 
Extremitäten und der Rückenmuskulatur werden zu 100 cem Ringerlósung 
(mit 0,1 Proz. Glucose,' aber ohne NaHCO,) suspendiert, nachdem eine 
Portion mit 100ccm destillierten Wassers in vier Portionen zu 20 ccm 
ausgewaschen worden war. 


Es werden drei Portionen zu je 30 ccm Emulsion in kalibrierten, 
etwa 300 ccm fassenden Gefäßen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 
10 C geschüttelt. 


Portion A = ungewaschen. | 

Portion B = gewaschen + 2 Einheiten englischen Insulins (Borrough 
und Welcome). 

Portion C = gewaschen. 


Eiweißgehalt der Suspension, ungewaschen . . . . 0,91 Proz. 
s; Sé N gewaschen . , . . . 0,88 ,, 
Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10 g Muskulatur. 


CO,-Produktion . . . . . . . . . 1,0 cem 
O,-Verbrauch . . . .. . . + - . 0,99 „ 
CO; Oy š mo ae e 2 a e EH 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiweiß der Muskulatur = 1,1 cem. 








Zuckergehalt, 








| berechnet auf Glucose | Milchsáure | Anorgan. H¿PO, 
! mg | mg | mg 
Sofort `... | 88 | 17 17 
Nach 50 Minuten. . | 90 | 23 | 18 
Bilanz ` + 2 + 6 | +1 








212 Th. Brugsch, H. Horsters u. J. Vorschütz: 


Portion B, gewaschen mit Zusatz von 2 Einheiten englischen Insulins 
(Burrougyh und Welcome), berechnet auf 10g Muskulatur. 


Portion C (gewaschen ohne Zusatz), berechnet auf 10 g Muskulatur. 
CO,-Produktion . . . . . . . . . = 0.18 ccm 
O,-Verbrauch . . 2. 2. - .- . +. + + = 0,48 ,, 

COSO: $ 22 3 G J ha. p ee, DS 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiweiß der Muskulatur = 0,55 cem. 





Zuckergchalt. .. 
berechnet auf Glucose Milchsäure Anorgan. H; P O, 
mg m, mg 
Sofort 2 2 2 2 + e 90 6.5 | 12 
Nach 50 Minuten.. 92 45 11 
3ılanz +2 O — |l 
CO,-Produktion . . 2 . . . , . . = 0,09 cem 


O;»Verbrauch =. . . -. . . . e = O.1 ` 
CO, JO, e . e e . . . . . . . . . = 0,9 


O, -Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiweiß der Muskulatur = 0,12 ccm. 











Zu ker chalt, . ` 
Be An Clucose Milchsaure Anorgan. H,PO, 
mg mg mg 
Sofort o... 2 202. 90 6.5 12 
Nach 50 Minuten.. 92 90 12 
Bilanz + 2 +25 +0 


Resultat. Auf 1g Muskeleiweiß berechnet, sinkt die Atmung von 
l,l cem O,-Verbrauch auf 0,12 cem O, und wird durch 2 Einheiten eng- 
lischen Insulins (Burrouyh und Welcome) auf 0,54 com gehoben. Hier ist 
eine Förderung der Atmung durch Insulin zweifellos zu konstatieren. 


Versuch C (Nr. 2, Journal X). 


Hungermeerschweinchen (48 stündiger Hunger). Zweimal 10 g 
Muskulatur aus den hinteren Extremitäten und der Riickenmuskulatur 
werden zu 100 ecem Ringerlósung (mit 0,1 Proz. Glucose, aber ohne NaHCO,) 
suspendiert, nachdem eine Portion mit 100 eem destillierten Wassers 
viermal mit je 20 cem destillierten Wassers ausgewaschen worden war. 

Es werden drei Portionen zu je 30 com Suspension in kalibrierten. 
etwa 300 cem fassenden Gefäßen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 
40% C geschüttelt. 


Portion A = ungewaschen. 
e B = gewaschen mit Zusatz von Img (= 1 Einheit) Insulin 
(Trockeninsulin Kahlbaum). 
eg C = gewaschen ohne Zusatz. 
Fiwellgehalt der Suspension ungewaschen . . . . nicht bestimmt! 


D ge e pewaschen . . . = 0,81 Proz. 
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Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10 g Muskulatur. 
CO,-Produktion E A ñ ó 
O,-Verbrauch . . . . - ec 0,8 ,, 
CO,/O, + > e e e o o e e e è è è Z= 1,37 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiweiß. 


eegend 
wasapi Se š ar O U U U n  .. s 2 l l. _L.LL.L..CUCS —  — —r  — ` s—ns—[WUUM 


i Zuckergehalt, 


| 

ud 
=> 
O 
e 
B 





berechnet auf Glucose Milchsaure | Anorgan. H, P O, 
E | mg l mgo- me 
Sofort . . . . . . . 93 | 12 | 10 
Nach 50 Minuten . . ` a... 22 | H 
. Bilanz — 13 +10 — 1 


Portion B (gewaschen + 1 mg Trockeninsulin Kahlbaum), berechnet 
auf 10 g Muskulatur. 
CO,-Produktion ds àw "Š 1,74 ccm 
O,-Verbrauch . . . . . . . . , + = 254 „ 
CO0,/0, ....... e =0,68 


O,-Verbrauch, berechnet, auf er Eiweiß = 3,1 ccm. 











| ` Zuckergehalt, | 





berechnet auf Glucose Milchsäure | Anorgan. H¿PO, 
| mg | mg mg 
| | = 
Sofort . . . Een 80 9 3 
Nach 50 Minuten SE 15 | 16 Spur 
Bilanz — 5 | + — 3 


Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10g Muskulatur. 


CO,-Produktion . . . . . . . . . = 0.43 cem 
O,-Verbrauch . . . a. - - - - +. + = 0,78 ,, 
CO,/O, . e e e e °. . . . . . . e = 0,55 


O,-Verbrauch, berechnet auf E Eiweiß = 0,96 ccm 





Zu ke chalt, e " 
| Zoch Gg Glucose x Milchsaure | Anorgan. H. PO; 
mg i mg mg 
Sofort . . En da 80 9 3 
Nach 50 Minuten . oe 80 x 17 2 
Bilanz +0 | +8 — 1 


Ziehen wir das Fazit aus diesen Versuchen, so darf man sagen, daß 
der ausgewaschene Muskel, der pro Gramm Muskeleiweiß nur einen Sauer- 
stoffverbrauch von 0,96 cem aufweist, durch 1 mg Trockeninsulin Kahlbaum 
auf 3,1 cem, d.h. einen höheren Wert gesteigert wird als der nicht ausge- 
waschene Muskel, dessen Atmungswert pro Gramm Eiweiß (leider ist hier die 
N-Bestimmung verloren worden) als etwa 0,8 cem angenommen werden dürfte. 
Die intermediären Verhältnisse lassen dabei zwischen nicht ausgewaschenem 
und ausgewaschenem bzw. insulinisiertem Muskel nur insofern einen Unter- 
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schied erkennen, als der nicht ausgewaschene die stärkste Glykolvse auf- 
weist und der negative Wert der anorganischen H. PO, beim insulinisierten 
Muskel am größten ist. 


Versuch D (Nr. 11, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10 g Muskulatur aus den hinteren 
Extremitäten und der Rückenmuskulatur werden zu 100 ccm Ringerlósung 
(mit 0,1 Proz. Glucose aber ohne NaHCO,) fein verrieben suspendiert, 
nachdem die eine Portion mit 200 ccm physiologischer NaCl-Lósung in 
vier Portionen gewaschen worden war. 


Es werden drei Portionen zu je 30 ccm Suspension in kalibrierten. 
etwa 300 ccm fassenden Gefäßen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang hei 
40°C geschüttelt. 


Portion A = ungewaschen. 
vn B = gewaschen, mit Zusatz von 6 Einheiten lluglandol. 


sg C = gewaschen ohne Zusatz. 
Eiweißgehalt der Suspension ungewaschen . . . . = 1,3 Proz. 
s: eg gewaschen . . . . . = 1,1 


Portion A (ungewaschen). berechnet auf 10g Muskulatur, 


CO,-Produktion . . . 2 2.22.2220... = 0,99 cem 
O, -Verbrauch PI EE 0,92 ,, 
CO. /O, e e e o o ee ç o o o o o b b o e = 1 


li 


O,-Verbrauch. berechnet auf l g Eiweiß = 0,71 cem. 





Zuckergehalt, Re 

berechnet auf Glucose | Milchsáure 
mg | mg 
Sofort `... 90 | 15,5 
Nach 50 Minuten . . 100 | 15,0 
Bilanz + 10 | +0 


Portion B (gewaschen. mit Zusatz von 6 Einheiten Iluglandol), berechnet 
auf 10g Muskulatur. 
CO.-Produktion . . . + + + + + . = 0,45 cem 
O,-Verbraueh . .........=05 ,. 
C O,/O, . P . . š ° . . . . . . . = 1 


O.,-Verbrauch. berechnet auf Ig Eiweiß = 0,4 cem. 








- Zuckergehalt, 


berechnet aut Glucose | Milchsäure 
mg | mg 
SOOLOT: re ; 83 4,0 
Nach 50 Minuten . . 6 4,0 


Bilanz —“ | +0 
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Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10 g Muskulatur. 





CO,-Produktion = 0,42 ccm 
O,-Verbrauch = 0,41 „ 
C0,/0, . , e e è è e ov == 1 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiweiß = 0,37 cem. 
N Zuckergebal, II 
| berechnet ant Glucose Milchsäure 
i mg | mg 
: - ma, 2 
Sofort `, . 2.2... Í 83 | 44 
Nach 50 Minuten . . | 8 | 44 
Bilanz ` — 2 : +0 


Das Resultat ist, daß durch das Auswaschen mit physiologischer 
Na Cl-Lósung zwar die Atmung von 0,71 auf 0,45 ccm pro Gramm Einweiß 
herabgesetzt wird, daß aber das Insulin den Atmungswert der gewaschenen 
Portion nicht wesentlich ändert (0,37 gegen 0,45 ccm O,). Die intermediären 
Verhältnisee sind dahin zu präzisieren, daß durch das Auswaschen die 
(:lykolyse geringer wird und daß in der Insulinportion der Reduktionswert 
des Zuckers sich verkleinert, ohne eine entsprechende Vermehrung des 
Milchsäurewertes). 


Versuch E (Nr. 21, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10 g Muskulatur aus den hinteren 
Extremitäten und der Rückenmuskulatur werden zu 100 ccm Ringer- 
lösung (mit 0,1 Proz. Glucose, aber ohne NaHCO,) fein verrieben suspendiert, 
nachdem die eine Portion mit 200 ccm destillierten Wassers 20 Minuten 
lang gewaschen worden war. 


Es werden drei Portionen zu je 30 ccm Suspension in kalibrierten, 
etwa 300 ccm fassenden Gefäßen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 
40° C geschüttelt. 


Portion A = ungewaschen. 
B = gewaschen, mit Zusatz von 10 Einheiten Iluglandol. 


LA 


C = gewaschen, ohne Zusatz. 


”. 


Eiweißgehalt der Suspension ungewaschen . 


Ke is pe gewaschen 


1,3 Proz. 
1,65 ,, 


— 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10 g Muskulatur. 


CO,-Produktion = 1,12 ccm 
O, -Verbrauch = 1,10 cem 
CO,/O, . = 1 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiweiß = 0,85 ccm. 





d f Zuckergehalt, o 











berechnet auf Glucose Milchsäure | Anorgan. H¿PO, 
| mg | mg | mg 
ú X ka 2 
SOTO... 2.2.0. 88 | 13 12 
Nach 50 Minuten . . 92 | 18 11 
Bilanz +4 | + 5,0 — 1 
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Portion B (gewaschen, mit Zusatz von 10 Einheiten Huglandol), 
berechnet auf 10 g Muskulatur. 
CO,-Produktion 0,38 ccm 
O,-Verbrauch ee en 0,46 ,, 
CO,/O, e e e è e e e e e a è e wv e 0, 8 
e -Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiweiß = 0,27 cem. 

















| hor, Fuckergehatt, ` Milchsäure ' Anorgan. H. P O, 

: o | mg i ; f Së | | Se | 
Sofort . . . . Er 14 1.5 5 
Nach 50 Minuten e 66 1.5 2 
Bilanz — 8 0 3 


Portion C (gewaschen), berechnet auf 10g Muskulatur. 
CO,-Produktion . . . . . . . . . = 0,24 com 
O,-Verbrauch . . . . . . em 0.22 .. 
CO0,/0, e e a è e č a e e č è e e e >œ = 1 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiweiß = 0,13 ccm. 








Zuckergehalt, | PEN | 
berechnet anf litis | Milchsäure Anorgan. H;PO, 
mg | mg mg 
Sofopt Gu o a 74 | 15 i 5 
Nach 50 Minuten "p. 76 3,0 s 
Bilanz + 2 ! + 1,5 | +0 


Das Resultat ist eine Herabsetzung der Atmung der Muskulatur durch 
die Waschung von 0,77 ccm O, auf 0,13 und eine geringe Steigerung der 
Atmung durch das Insulin auf 0, 28, berechnet auf 1g Eiweiß. Beim insu- 
linisierten gewaschenen Muskel nimmt der Reduktionswert und der Wert 
der anorganischen H, P O, ab, was auf Bildung intermediárer phosphorylierter 
Zuckerester hinweist. 


Stellen wir unsere Werte, die wir an der Muskulatur erhalten haben, 
zusammen: 











Tabelle I. 
1 Oz» Verbrauch O,-Verbrauch 
| der ungewaschenen ae cwaschenen Ä Os»Verbrauch © Steigerung 
Versuch I Muskulatur uskulatur 'nach Zusatz von Insulin | oder 
pro Gramm Eiweiß | pro Gramm Eiweiß : [ Hemmung ? 
ccm | cum Cem , 
A 0,82 3,3 | 0,25 Hemmung 
(2 Einheiten Insulin) |; 
13 0,99 0,12 0,55 Steigerung 
| (2 Einheiten Insulin) 
C 0.8 [?] 0,96 31 : 
! (+ 1 mg Trockeninsulin) | 
D 0.71 0,37 0,4 = 
(6 Einheiten Iluglandol) 
E 0,35 | 0,13 0,27 > 


(10 Finheiten) 
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In Versuch A, D und E wurde verwandt Iluglandol, das ohne Desinfizienz 
sterilisiert wird; Versuch B, englisches von Bourrough und Welcome, das 
einen Desinfizienzzusatz enthält, in Versuch C ein Trockeninsulin Kahlbaum 
ohne Desinfizienz. 


Wir finden also durch Insulin einmal eine Hemmung, sonst eine Steige- 
rung der Atmung der ausgewaschenen Muskulatur, ohne daß wir etwa sagen 
können, daß Steigerung bzw. Hemmung sich proportional der zugesetzten 
Insulinmenge verhält. Um ein solches Urteil zuzulassen müßte zudem die 
Untersuchungsreihe größer sein, zum mindesten aber das Insulinpräparat 
einheitlich sein, was hier nicht der Fall ist. Weiter ist zu bedenken, daß 
auch die Muskulatur als Testmaterial nicht einheitlich beurteilt werden kann, 
zudem auch der Auswaschungsprozeß mit gewissen unvermeidbaren Un- 
gleichheiten geschehen muß, so daß das Auswaschen des sogenannten 
Hemmungskörpers und des sogenannten Coferments nicht immer gleich- 
mäßig zu erfolgen braucht. Daß dem so ist, demonstriert eine Reihe von 
Versuchen, die wir in gleicher Versuchsanordnung statt mit Zusatz von 
Insulin mit Zusatz von Muskelcoferment hergestellt haben; das Coferment 
wurde durch Kochen von frischer zerkleinerter Muskulatur mit gleichen 
Mengen destillierten Wassers gewonnen, wobei nach den Erfahrungen von 
Batelli und Stern, Meyerhof u. a. der hitzelabile Hemmungskörper der 
Muskelatmung zerstört wird und nur das aktivierende Coferment erhalten 
wird. 


Wir führen diese Versuche hier an: 


Versuch F (mit Muskelkochsaft) (Nr. 13, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10 g Muskulatur aus den hinteren 
Extremitäten und der Rückenmuskulatur werden zu 100 ccm Ringerlösung 
(mit 0,1 Proz. Glucose, aber ohne NaHCO,) fein zerrieben suspendiert, 
nachdem die eine Portion mit 200 cem destillierten Wassers etwa 20 Minuten 
lang gewaschen worden war. 


Es werden drei Portionen zu je 30 ccm Suspension in kalibrierten, etwa 
300 ccm fassenden Gefäßen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40°C 
geschüttelt. 
Portion A = ungewaschen. 
= B = gewaschen, mit Zusatz von 0,5ccm Muskelkochsaft. 
es C = gewaschen, ohne Zusatz. 
Eiweißgehalt der Suspension ungewaschen 1,3 Proz., gewaschen 0,7 Proz. 
Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10 g Muskulatur.. 





CO,-Produktion . . . . . . . . = 0,89 com 
O,-Verbrauch . . . . . . . . . = 0,9 „ 
CO,/O, e e e e e ° e e e a . . = 1 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiweiß = 0.7 cem. 
cz ` Zuckergehalt, | oa. 
‚ berechnet auf Glucose Milchsäure 
mg mg 
DOLORE de wre 8 89 10 
Nach 50 Minuten . . 90 11 


Bilanz +1 + 1 
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Portion B (gewaschen. mit Zusatz von 0.5 cem Muskelsaft), berechnet 
auf 10 g Muskulatur. 
CO,-Produktion . . . . . . . . = 0,22 cem 
O,-Verbrauch . . . ......=034 ., 
CO,/O, e e à . e . . . ° . ° . = 0,65 


O,-Verbrauch. berechnet auf l g Eiweiß = 0,49 ccm. 





Zuckergehalt, 





berechnet auf Glucose Milchsäure 
mg | mg 
yde T. Ss 
Sofort . . . . . - . 85 3,5 
Nach 50 Minuten . . Y 3,8 
Bilanz +5 +03 


Portion C (gewaschen), berechnet auf 10 g Muskulatur. 
CO,-Produktion . . . . . . . . = 0,16 cem 
O, -Verbrauch Er ER 0,53 ,, 
COJO: ao Q: re % 0,3 


O, -Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiweiß = 0,76 ccm. 





pa 


Zuckergehalt, | 


berechnet auf Glucose Milchsäure 
mg | mg 
Sofort . 2 2 . .. -. 85 3,5 
Nach 50 Minuten . . 91 3,0 
Bilanz +6 ` —05 


Es ist hier der Wert der Atmung der Muskulatur durch das Auswaschen. 
sotern man auf 1 g Eiweil der Muskulatur berechnet, nicht heruntergedriickt 
worden und wird auch durch Hinzufügen von Muskelkochsaft herabgedrückt. 


Atmungswert pro Gramm Eiweiß . . . . . = 0,7 cem 
Ausgewaschen . . . .......... + = 0,76 ,, 
Ausgewaschen + Muskelkochsaft . . . . . . = 0,49 „ 


Es hatte also das Aufkochen der Muskulatur mit Wasser zu gleichen 
Teilen nicht genúgt, um den Hemmungskórper auszuschalten, und anderer- 
seits die Auswaschung der zur Atmungsprobe verwendeten Muskulatur 
nicht genügt, um das Coferment weitgehend zu entziehen. 


Wir haben nun einen weiteren ähnlichen Versuch angestellt: 


Versuch G (Nr. 20, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10 g Muskulatur aus den hinteren 
Extremitäten und der Rückenmuskulatur werden zu 100 cem Ringerlösung 
(mit 0,1 Proz. Glucose, aber ohne NaHCO,) fein zerrieben, nachdem die 
eine Portion mit 200 eem destillierten Wassers 20 Minuten lang gewaschen 
worden war. 

zs werden drei Portionen zu je 30 cem Suspension in kalibrierten, etwa 
300 cem fassenden Gefäßen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 400 C 
geschüttelt. 
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Portion A = ungewaschen. 


Sg B = gewaschen, mit Zusatz von 
= C = gewaschen, ohne Zusatz. 

Eıweißgehalt der Suspension, ungewaschen = 1,5 Proz. 
= Se ú gewaschen =e 1.3. ' x; 
Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10 g Muskulatur. 

CO,-Produktion . . . = 0,99 ccm 


O, Verbrauch pop aoo a OT as 
C0,/0, e e e e e e e e a o e °. =] 


0» -Verbrauch, berechnet auf 1g Eiweiß = 0,65 ccın. 

















Zucke chalt, AAN 
berechnet E Glucose Milchsáure Anorgan. H, PO, 
mg mg mg 
| E WW 
SOTO . 10 8 e | 92 | 9 | 6 
Nach 50 Minuten . . 85 | 7 Spur 
Bilanz | — 7 | +1 | — 6 


Portion B (gewaschen, mit Zusatz von 0,5cem Muskelkochsaft), 
berechnet auf 10g Muskulatur. 
CO,-Produktion . . . . . . . . = 0,33 ccm 
O,-Verbrauch . . . . . . . . . = 0,29 ,, 
CO,/O, . . . . . . ° . . . . . = 1,1 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiweiß = 0,22 ccm. 








Zuckergebalt, | SEN 
E qapi Mat Glucose ' Milchsáure | Anorgan. H. P O, 
mg | mg mg 
| o | | 
Nofort ¿a , ., . š 87 | 4,5 l 8 
Nach 50 Minuten . . 87 3,0 | 8 
Bilanz +0 | — 1,5 | +0 


Portion C (gewaschen), berechnet auf 10 g Muskulatur. 


CO,-Produktion . . . . . . . . = 0,15 cem 
O,-Verbrauch . . . . . . . . +. = 0,49 „ 
CO,/O, . . . . . . . . . . . . = 0, 3 


O, dE berechnet, auf 1 g Eiweiß = 0,38 cem. 








E | 
here Zückergehslt. | Milchsäure ' Anorgan. H; PO, 
mg | mg mg 
SOTOET 4. , . 87 45 8 
Nach 50 Minuten . . 88 ? 6 
Bilanz + 1 7 | — 2 


Auch hier zeigt sich zwar eine Verminderung der Atmung der Muskulatur 
nach dem Auswaschen von 0,65 cem auf 0,38ccm (berechnet auf lg 
Eiweiß), indessen durch Zusatz von Muskelkochsaft eine Hemmung, indem 
der Atmungswert auf 0,22ccm O,-Verbrauch herabgedrückt wird. Es 
war also in dem Muskelsaft der Hemmungskörper durch nicht genügendes 
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Kochen nicht ausgeschaltet worden. Daß aber trotzdem die Atmung der 
“Muskulatur durch Aktivatoren (nach Auswaschen in der von uns geübten 
Weise) angefacht werden kann, zeigte eine weitere Reihe von Versuchen, 
in denen Hefekochsaft, Leberkochsaft und Thyroxin zur ausgewaschenen 
Muskulatur hinzugefügt wurden: 


Versuch H (Nr. 22, Journal X). 


Normales Meerschweinchen Zweimal 10 g Muskulatur aus den hinteren 
Extremitäten und der Rückenmuskulatur werden zu 100 cem Ringerlósung 
(mit 0,1 Proz. Glucose, aber ohne NaHCO,) fein verrieben suspendiert, 
nachdem die eine Portion mit 200 ccm destillierten Wassers 20 Minuten 
lang gewaschen worden war. 


Es werden drei Portionen zu je 30 ccm Suspension in kalibrierten. etwa 
300 ccm fassenden Gefäßen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40 C 
geschüttelt. 


Portion A = ungewaschen. 


= B = gewaschen, mit Zusatz von 0.5 cem Hefekochsart aus 
frischer Hefe. 
eg C = gewaschen, ohne Zusatz. 
Eiweißgehalt der Suspension, ungewaschen = 1,5 Proz. 
š; u = gewaschen = 13 „ 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10 g Muskulatur. 
CO),-Produktion . . . . . . . . = 1, 
O,-Verbrauch . . . ..2.....=149 ,, 
(C Oy Oy a ms ae el 








O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiweiß = 1 cem O,. 
| i 
| ee | Milchsäure © Anorgan. H,PO, 
mg | mg | mg 
| 
Vorher .. =. =. . 102 | 9 9 
Nach 50 Minuten . . 96 11 8 
Bilanz — 6 +2 — | 


Portion B (gewaschen, mit Zusatz von 0,5 ccm Hefekochsaft), berechnet 
auf 10g Muskulatur. 


CO,-Produktion . . 2.2.2... = 0,72cem 
O,-Verbrauch . . 2 2 222.2. = 086 ,. 
CO,'0, . . . . . . . . . ` . . = 0.84 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiweiß = 0.66 cem. 





Zuckergehalt, 





berechnet auf Glucose ` Milchsaure | Anorgan. H,PO, 
mg l mg | mg 
Vorher ........ 88 2,7 5 
Nach 50 Minuten . . 90 2,9 A 
= Su z | j j y ERST 
Bilanz +2 +02 sell 
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Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10 g Muskulatur. 


CO,-Produktion . . . . . . . . = 0,61 cem 
O,-Verbrauch . . . . . . . . . = 0,58 
CO, 'O, e e e s e è e e e e è e — 1 


39 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiweiß = 0,45 cem. 





Zuckergehalt, 








| 


= 
berechnet auf Glucose | Milchsšure | Anorgan H3PO, 
mg | mg BE mg 
x | i 
Vorier..... .. 88 x 2,7 | 5 
Nach 50 Minuten , . ` 88 3,6 | 4 
Bilanz +0 +09 | — 1 


Hier war also eine unzweifelhafte Steigerung der Atmung der aus- 
gewaschenen Muskulatur durch das Coferment der Hefe zu erzielen (0,66 
gegenüber 0,45 cem O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiweiß der Musku- 
latur). 


Versuch J (Nr. 12, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10 g Muskulatur aus den hinteren 
Extremitäten und der Rückenmuskulatur werden zu 100 ccm Ringerlösung 
(mit 0,1 Proz. Glucose, aber ohne NaHCO,) fein zerrieben suspendiert, 
nachdem die eine Portion mit 200 ccm destillierten Wassers 20 Minuten 
lang gewaschen worden war. 


Es werden drei Portionen zu je 30 ccm Suspension in kalibrierten, etwa 
300 com fassenden Gefäßen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40°C 
geschüttelt. 


Portion A = ungewaschen. 


5 B = gewaschen, mit Zusatz von 0,5 cem Hetekochsaft aus 
frischer Hefe. 
š C = gewaschen, ohne Zusatz von Hefe. 
Eiweißgehalt der Suspension, ungewaschen = 1,3 Proz. 
o e 2 gewaschen = TE y 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10 g Muskulatur. 


CO,-Produktion . . . . . . . . = 1,2 ccm 
O, Verbrauch: 2.0... . = 1.2 
CO, O, +. e o e č o e e e e e e e m 1 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiweiß = 0,92 cem. 








1 Zuckergehalt, | .. 
‚ berechnet auf Glucose M.Ichsáure 
$ mg mg 
EEN SA Beer Se ` 
j | 
Vorher . . 2.2... | 160 | 16 
Nach 50 Minuten . . | 103 | 195 





Bilanz ! + 3 | +35 
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Portion B (gewaschen, mit Zusatz von 0,5 cem Hefekochsaft). berechnet 
auf 10 g Muskulatur. 


CO,-Produktion . . . . . . . . = 0,18 cem 
O,-Verbrauch . . . . . . . . . = 0,35 cem 
CO Cios ée DA E e e S sau D 


O,-Verbrauch, berechnet auf l g Eiweiß = 0,32 cem. 





i Zuckergehalt, I 8 

berechnet auf Glucose | Milchsiure 
e D I mg | mg 
Vorher. u... | 90 4,5 
Nach 50 Minuten , . ` 83 4.7 
Bilanz ı — 7 0402 


Portion C (ungewaschen), berechnet auf 10 g Muskulatur. 


CO,-Produktion . . . . . . . . = 0,19 cem 
O,-Verbrauch . . . . . . . . . = 0,20 
COO; 84 A 


O,-Verbrauch, berechnet auf l g Eiweiß = 0,18 cem. 





Í | A Zuckergchalt, SS SE 
| berechnet aut Glucose | Milchsäure 





d mg mg 

Vorher ....... 90 | 4,5 
Nach 50 Minuten , . 80 | 8.0 
Bilanz . — y) RR 


Auch hier läßt sich eine Steigerung des durch Auswaschen niedrig 
gewordenen Atmungswertes nach Zusatz von Hefekochsaft nachweisen 
(berechnet auf lg Eiweiß der Muskulatur ungewaschen 0,92 cem O.. ge- 
waschen 0,18 ccm, nach Zusatz von Hefekochsaft 0,32 Proz.). 


Wir fügen nunmehr einen Versuch mit Zusatz von Leberkochsart an: 


Versuch K (Nr. 1, Journal XIJ). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10 g Muskulatur aus den hinteren 
Extremitäten und der Rückenmuskulatur werden zu 100 cem Ringerlósung 
(mit 0,1 Proz. Glucose, aber ohne NaHCO,) fein zerrieben suspendiert, 
nachdem die eine Portion mit 200 cem destillierten Wassers 20 Minuten 
lang gewaschen worden war. 


Es werden drei Portionen zu je 30 cem Suspension in kalibrierten. 
ctwa 300 ccm fassenden Gefäßen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bel 
40°C geschüttelt. 


Portion A — ungewaschen. 


T B = gewaschen, mit Zusatz von 0,5 cem Leberkochsaft (1: 1). 
a C = gewaschen, ohne Zusatz. 
Eiweißgehalt der Suspension, ungewaschen = 1,5 Proz. 


ep se s: gewaschen = 0,97 ,, 
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Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10 g Muskulatur. 


CO, Produktion . ... . . . . . = 0,98 ccm 
O,-Verbrauch . . . . . . . . . = 0,71 ,, 
CO, JO, e e e e e e e e ee è e ŽŽ 1,3 


O,-Verbrauch, pro Gramm Eiweiß der Muskulatur berechnet = 0,47 cem. 











` ` Zuckergehalt, Se R 
o e Glucose | Milchsäure Anorgan. H,PO, 
| mg mg è j è mg 
e , ' I E 
Sofort `. ese 90 22,5 | 6 
Nach 50 Minuten . . ` | 92 i 27.5 5 
Bilanz + 2 + 5,0 — 1 


Portion B (gewaschen, mit Zusatz von 0,5 cem Leberkochsaft), berechnet 
auf 10 g Muskulatur. 
CO,-Produktion . . . . . . . . = 0,08 com 
O,-Verbrauch . . . . . . . . . = 0,61 ,, 
KEE e ¿X S h SMU g Q; éi a 


O,-Verbrauch, pro Gramm Eiweiß der Muskulatur berechnet = 0,63 ccm. 

















y | 
a Lose | Milebsiure | Anorgan. H¿PO, 
mg | mg San E ee mg 
Sofort een 84 | ma ' ? 
Nach 50 Minuten . . ! 88 ` 000238 | ” 
Bilanz +4 | +4 Ä y 


Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10g Muskulatur. 


CO,-Produktion . . . . . . . . = 0,11 com 
O,-Verbrauch . . . . . . . . . = 0,11 „ 
CO,/O, ° . » . . . . . . sw e e = 1 











Zuckeryehalt. Milchsäure | Anorgan. H. PO, 





' berechnet aut Glucose | 
mg | mg | mg 
Sofort ..... .. 81 | 19 | 3 
Nach 50 Minuten . . 88 18 | 92 
Bilanz +4 | — | | = 


Resultat. Leberkochsaft vermag die (ausgewaschene) Muskulatur zur 
Oxydation wieder zu aktivieren. (Der Atmungswert pro Gramm Eiweiß 
sinkt von 0,47 ccm O, nach dem Auswaschen auf 0,11 cem O, und wird 
durch Leberkochsaft auf 0,63 cem O, aktiviert.) 


Wir fügen noch zwei Thyroxinversuche an. 


224 Th. Brugsch, H. Horsters u. J. Vorschütz: 


Versuch L (Nr. 14, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10 g Muskulatur aus den hinteren 
Extremitäten und der Rückenmuskulatur werden zu 100 cem Ringerlösung 
(mit 0,1 Proz. Glucose, aber ohne NaHCO,) fein zerrieben suspendiert, 
nachdem die eine Portion mit 200 ccm destillierten Wassers 20 Minuten 
lang gewaschen worden war. 


Es werden drei Portionen zu je 30 ccm Suspension in kalibrierten, etwi 
300 ccm fassenden Gefäßen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 4" ( 
geschüttelt. 


Portion A = ungewaschen. 


> B = gewaschen, mit Zusatz von 1mg Thyroxin. 
be C = gewaschen, ohne Zusatz. 

Eiweißgehalt der Suspension, ungewaschen = 1,0 Proz. 
5 m Se gewaschen = 0.5 ,, 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10 g Muskulatur. 


CO,-Produktion . . . . . . . . = 1,20 ccm 
O,-Verbrauch . . . - . . . . . = 1.22 ,, 
CO,/O, e e e e e e òo e e ò e ew © 1 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiweiß der Muskulatur = 1,22 cem. 











p Zuckergchalt, 








I 
asia de Glucose sas DN Milchsáure 
Vorher ..... ec 78 10,0 
Nach 50 Minuten . . 17 12,0 
Bilanz | = | +20 


Portion B (gewaschen, mit Zusatz von 1 mg Thyroxin), berechnet aul 


10g Muskulatur. 


CO,-Produktion . . . 2 . . . . = 0,62 cem 
O,-Verbrauch . . 2. 2 2.2.2.0. = 2,23 
OSLO: Z 2 za PEA EK 


,> 


O,-Verbrauch pro Gramm Eiweiß der Muskulatur = 4,5 ccm. 











Zuckergchalt, 


TEE 
berechnet aut Glucose | Milchsäure 
mg mg 
Ä SS as 
Vorher... EE 14 4,0 
Nach 50 Miamiten Qz ag 78 3⁄0 
Bilanz Í + 4 — 1 
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Portion C (gewaschen, ohne Zusatz von Thyroxin), berechnet auf 10 g 


Muskulatur. 
CO,-Produktion 
O, -Verbrauch 
CO,/O, . . 


. . . = 0,51 cem 
; = 0.35 ,. 
= 1.4 


O,-Verbrauch, berechnet auf lg Muskulatur = 0,7 cem. 


Resultat. Wesentliche Steigerung des O,-Verbrauchs der Muskulatur 
durch Thyroxin trotz Auswaschens. Es steigt (pro Gramm Eiweiß der Mus- 
kulatur berechnet) der Atmungswert von 0,7 cem, gewaschen (gegenüber 
1,22 ccm ungewaschen), auf 4,5 ccm unter Thyroxin. 


Versuch M (Nr. 19, Journal X). 


Parallelversuch zu vorigem Versuch. 


Portion A = ungewaschen. 


E B = gewaschen, mit Zusatz von Img Thyroxin. 
= > E ` 
2 C = gewaschen, ohne Zusatz. - 
Eiweißgehalt der Suspension, ungewaschen = 1,5 Proz. 
PR en e gewaschen = 1.4 ., 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10 g Muskulatur. 


CO,-Produktion 
O,-Verbrauch 
CO,/O, . 


= 1.24 cem 
= 1.19 an 
= 1 


O.-Verbrauch pro Gramm Eiweiß der Muskulatur = 0,79 cem. 











v Zuckeryehalt, 





' berechnet aut Glucose 
mg 
Vorher . 2. 2 2 2 . - 87 
Nach 50 Minuten . . 93 
Bilanz + 6 





Milchsáure Anorgan. H, PO, 


| m mg 
| 14 | 10 
| 17 8 
| +3 | Sé 


Portion B (gewaschen, mit Zusatz von 1 mg Thyroxin), berechnet auf 


10 g Muskulatur. 
CO,-Produktion 


= 0,82 com 





O, -Verbrauch = 19 ,, 
CO,/0, . == 0,43 
O,-Verbrauch pro Gramm Eiweiß der Muskulatur = 1,4 cern. 
I I EE halt 1 ; 7 = | Ra o 
berechnet Net ei | Milchsaure | Anorgan. H; P O, 
mg | mg | mg 
| | WW 
Vorher . bm ae a” 82 | 6 7 
Nach 50 Minuten . 78 4 6 
Bilanz ` — 4 == 3 — 1 
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Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10 g Muskulatur. 


CO,-Produktion . . . . . . . . = 0,7 cem 
O,-Verbrauch . . . . . . . . . =0,7 
CO,/O, e e o e e è ò > e è ew è © 1 


O,-Verbrauch pro Gramm Eiweiß der Muskulatur = 0,5 ccm. 


,> 





Zuckergchalt, | 





berechnet auf Glucose | Milchsäure | Anorgan. H. PO, 
mg | mg mg 
Vorher o...n.. 82 | 6 7 
Nach 50 Minuten . 83 | 7 5 
Bilanz +1 | Ra 2 


Zusammenfassend kann man auch an diesem Versuche eine wesentliche 
Steigerung der Atmung der ausgewaschenen Muskulatur durch Thyroxin 
konstatieren (pro Gramm Eiweißgehalt sinkt der O, -Verbrauch von 0.79 cem 
nach Auswaschen auf 0,5 cem und steigt durch Thyroxin auf 1,4 ccm an). 


Um nun ein umfassenderes Urteil über die Insulinwirkung geben zu 
können, stellen wir der Insulintabelle (s. Tabelle I) hier eine Tabelle (H) 
der erhaltenen Werte mit den Aktivatoren Muskelkochsaft, Hefekochsatt, 
Leberkochsaft und Thyroxin gegeniber. 








Tabelle II. 
Atmung Atmung | "Atmung der | | Steigerung 
Vers o CO, | s EREN CO; Zusatz EEN ¡CO» H geg 
such Muskulatur, Oz Muskulatur, (O, des Aktivators des Aktivators Oz l E 
cem O, | © comO», | ccm O, | . Atmung? 
F | 0,7 l 0,76 (LA Muskelkochsaft 0,49 0,65 Hemmung 
G y 0,65 1 0338.03. š 0,22 1,1 ~ 2 
H > 190 ‚1 045 10 Hefekochsatt 0,66 0,84 , Steigerung 
J 092 il 08 0% . 032 05 , 
K ` 047 "Lä 011 10 Leberkochsaft 0,63 0,13 ° 
L 122 ] 0,7 1,4 Thyroxin 4,5 0,28 Š 
M 0,79 1 0,5 1,0 ` 1,4 0,13 i 


Stellt man diese Tabelle der Insulintabelle (Tabelle I) gegenüber. 
so zeigt sie eine gewisse Ähnlichkeit hinsichtlich der Förderung bzw. 
Hemmung. Einen Hemmungskörper hat in unseren Versuchen nur 
der Muskelkochsaft, während Hefekochsaft, Leberkochsaft und Thyroxin, 
letzteres in ausgeprägter Weise, als Augmentatoren des Atmungs- 
prozesses sich darstellen, quantitativ aber kaum in anderer Weise als 
das Insulin, so daß wir uns aus dem Vergleich der Tabellen I und II 
ohne weiteres den Schluß erlauben können, daß das Insulin einen 
fördernden Einfluß auf die Atmung der ausgewaschenen Muskulatur hat, 
der allerdings auch ein hemmender sein kann. Von welchen Momenten 
Hemmung oder Förderung abhängt, läßt sich aus diesen Versuchen 
nicht ableiten. 
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Im Anschluß an die Untersuchungen über den Einfluß des Insulins 
auf die Atmung der gewaschenen Muskulatur haben wir eine Reihe 
ganz ähnlich angelegter Atmungsversuche an der gewaschenen Meer- 
schweinchenleber durchgeführt unter Zusatz von Insulin und, zum 
Vergleich, anderer aktivierender Ingredienzien wie Muskelkochsaft, 
Leberkochsaft, Pankreaskochsaft, Hefekochsaft, Thyroxin. 


Versuch N (Nr. 4, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10g Leber werden zu 100 cem 
Ringerlösung mit 0,1 Proz. Glucose (ohne NaHCO,) fein zerrieben sus- 
pendiert, nachdem die eine Portion mit 200 ccm destillierten Wassers 
15 Minuten lang gewaschen worden war. 


Es werden drei Portionen zu je 30 cem Suspension in kalibrierten, etwa 


300 ccm fassenden Gefäßen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40°C 
geschüttelt. 


Portion A = ungewaschen. 

gewaschen, mit Zusatz von 
gewaschen, ohne Zusatz. 
Eiweißgehalt der Suspension, ungewaschen 
gewaschen 


2 Einheiten 


M 


Nluglandol. 


— 


1,3 Proz. 
12 ; 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10 g Leber. 


A ” LE 


CO,-Produktion = 1,30 cem 
O, -Verbrauch == CS GE 
CO, O, . = 1 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiweiß der 


Leber = 0,98 cem. 











Zuckergebalt, 


|! Anorgan. H. PO, * 





berechnet auf Glucose : Milchsäure 
mg | mg mg 
Vorher . . . . . . . 92 5 10 
Nach 50 Minuten . . 9] 65 10 
Bilanz — | | + 1,5 +0 


Portion B (gewaschen, mit Zusatz von 2 Einheiten Iluglandol), be- 


rechnet auf 10g Leber. 


CO,-Produktion 
O,-Verbrauch 
C O, ZO, ` 


| 


0,24 cem 
0,27 
0,9 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiweiß = 0,23 cem. 








Zuckergchalt, 


| 


Anorgan. H,PO, 


berechnet auf Glucose ` Milchsäure 
mg | mg mg 
VOrlier < Ç do 22% 95 ‚6 10 
Nach 50 Minuten . | 116 6.6 12 
Bilanz 2] +50 | +2 
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Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10 g Leber. 


CO,-Produktion . . . . . . . . = 0,10 cem 
O,-Verbrauch . . . . . . . . . = 0,15 
1.050: 2-4-.8-% 5 De S Su an 0,67 


. 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1] g Lebereiweiß = 0,13 com. 











Zucke chalt, “ 1 
berechnet E Glucose Milchsáure Anorgan. H, P O; 
mg ` mg mg 
Vorher . 2 2 a.. 95 1.6 10 
Nach 50 Minuten . . 95 4,2 13 
Bilanz +0 + 26 | +3 


Es ergibt sich durch 2 Einheiten Iluglandol eine allerdings in der Fehler- 
grenze liegende minimale Erhöhung des Atmungswertes (berechnet aui 
lg Eiweiß) ungewaschen 0,98, gewaschen 0,13, mit Insulin 0,23 cem O» 
Verbrauch. 


Versuch O (Nr. 9, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10g Leber werden zu 100 cem 
Ringerlösung mit 0,1 Proz. Glucose (ohne NaHCO,) fein zerrieben sus- 
pendiert, nachdem die eine Portion mit 200 com destillierten Wassers 
20 Minuten lang gewaschen worden war. 


Es werden drei Portionen zu je 30 com in kalibrierten, etwa 300 cem 
fassenden Gefäßen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40% C geschüttelt. 


E Portion A = ungewaschen. 
d B = gewaschen, mit Zusatz von 4 Einheiten Iuslandol. 
d C = gewaschen, ohne Zusatz. 
Eiweißgehalt der Suspension, ungewaschen = 1,3 Proz. 
Ma ZS 3 gewaschen SOT s 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10 g Leber. 


CO,-Produktion e, = 0.82 cem 
O,-Verbrauch . . 2.2 - + + + 0.83 
EE, ds a A 


LK 


O,-Verbrauch, berechnet auf lg Lebereiweiß = 0,64 com. 








— Ze —- —— 
Zuckergehalt, ; I 
Better SE ege Milchsäure | Anorgan. H; P O, 
mg mg | mg 
Vorher s . . . e’ 93 | 3,8 12 
Nach 50 Minuten .. 103 | 45 | A0 O 
Bilanz +10 | +97 | +18 


DA AE AA s G —— 
u Ze AAA. AAA A AA eg 
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Portion B (gewaschen, nach Zusatz von 4 Einheiten Iluglandol), be- 
rechnet auf 10g Leber. 


CO,-Produktion . . . . . . . . = 0,24ccm 
O,-Verbrauch . b ët NQ Q a A 
CO,/O, e e ew e e e e e e . ° ° = 0,66 


O,-Verbrauch, berechnet auf lg Lebereiweiß = 0,5 cem. 




















, Zuckergehalt, Ä ra | 
| rt Glucose | Milchsäure ı Anorgan. H; PO, 
mg | mg mg 
Vorher . . . .. e. . 66 | 2.5 | 22 
Nach 50 Minuten.. ` 78 | 1.5 22 
Bilanz + 12 |, —10 | +0 


Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10g Leber. 


CO,-Produktion . . . . . . . . = 0,25 cem 
O,-Verbrauch . . . . . . . . . = 0,98 ,, 
Ee ee as 32: 0 26 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiweiß = 1,4 cem. 



































| en T Milchsäure x Anorgan. H,PO, 
k me x mg | mg 
a is E = 3 m e E 
Vorher ....... j 66 | 2,5 22 
Nach 50 Minuten . . | 68 ` R 20 ` | 25 
Bilanz | L? | —05 | +3 


Hier ist durch Insulinzusatz eine deutliche Hemmung zu konstatieren; 
das Auswaschen der Leber steigert die Atmung [von 0,64 auf 1,4 cem O,, 
Insulin (4 Einheiten) drückt die Atmung auf 0,5 cem O,-Verbrauch herab]. 


Versuch P (Nr. 10, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10 g Leber werden zu 100 cem 
Ringerlósung mit 0,1 Proz. Glucose (ohne NaHCO,) fein zerrieben sus- 
pendiert, nachdem die eine Portion mit 200 ccm destillierten Wassers 
20 Minuten lang gewaschen worden war. 


Es werden drei Portionen zu je 30 cem in kalibrierten, etwa 300 cem 
fassenden Gefäßen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40° C geschüttelt. 


Portion A = ungewaschen. 


A B = gewaschen, mit Zusatz von 6 Einheiten Iluglandol. 
>; C = gewaschen, ohne Zusatz. 
Eiweißgehalt der Suspension, gewaschen = 1,3 Proz. 


A a E ungewaschen = 1,2 ,, 
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Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10 g Leber. 


CO,-Produktion . . . . . . . . = 1,41 ccm 
O,-Verbrauch . . . . . - . - . = 1,40 ,, 
CO, O, . . . . . . . ° ° ° . . = 1 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiweiß = 1,08 ccm. 





—— = — = = ST press 


| 











Be SB han. Milchsäure Anorgan. H; PO, 
| mg mg mg 
| 
Vorher pos e maw 63 2,7 | 8 
Nach 50 Minuten . . _ 80 4,0 | 9 
Bilanz + 17 +13 | +1 


Portion B (gewaschen, nach Zusatz von 6 Einheiten Jluglandol), be- 
rechnet auf 10g Leber. 


CO,-Produktion . . . . . . . . = 1,69 ccm 
O, -Versuch 2,60 ,, 
CO,/O, . 0,65 


I 


I 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiweiß = 2,17 ccm. 





EM ` Zucker chalt, = se 
` berechnet Art Glucose | Milchsäure | Anorgan. H¿PO, 











mg | mg mg 

Ben D | | ER: 

Vorher ... .. . . . % 64 3,0 9 
Nach 50 Minuten . . 64 I 35 | 10 
Bilanz +0 +0 | +1 


Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10g Leber. 


CO,-Produktion . . . . . . . . = 1,11 cem 
Os Verbratich . a . = #2 = . . = 2.01 ,. 
CO, ae e a è e ° a e e e e ew = 0,55 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiweiß = 1,67 ccm. 





f ee | Milchsáure | Anorgan. H. P O, 
mg mg | mg 
ee en 
Vorer. e e a 64 | 3,5 | 9 
Nach 50 Minuten |.. 64 3,5 | 9 
Bilanz +0 | +0 





Trotzdem sich in den gewaschenen Portionen mit und ohne Insulin- 
zusatz keine Bewegung in den intermediáren Vorgängen zeigt, steigt nach 
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Auswaschen der Leber die Atmung pro Gramm Eiweiß berechnet von 1,08 
auf 1,67 ccm O,-Verbrauch an und wird durch Insulin (6 Einheiten Ilu- 


elandol) auf 2,17 ccm gesteigert. 


Versuch Q (Nr. 23, Journal X). 


Hungermeerschweinchen (48 Stunden Hunger). Zweimal 10g Leber 
werden zu 100 ccm Ringerlösung mit 0,1 Proz. Glucose (ohne NaHCO,) ` 
fein zerrieben suspendiert, nachdem die eine Portion mit 200 cem destillierten 
Wassers 20 Minuten lang gewaschen worden war. i 

Es werden drei Portionen zu je 30 ccm in kalibrierten, etwa 300 cem 
fassenden Gefäßen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40° C geschüttelt. 


Portion A = ungewaschen. 
B = gewaschen, mit Zusatz von 10 Einheiten englischen 
Insulins Booth. 


C = gewaschen, ohne Zusatz. 


Eiweißgehalt der Suspension, ungewaschen = 1 Proz. 
gewaschen =l ,„ 


LU ” LEI 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10 g Leber. 
CO,-Produktion . . . . . zs 1,17 cem 
O,-Verbrauch . . .......=L14 ., 
(O Oy > x S g pr ee 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Lebereiweiß = 1,14 ccm. 





, ege Milchsäure | Anorgan. H3 PO, 
| mg | mg | mg 
Vorher . . 2.2... 90 | 2,4 20 
Nach 50 Minuten . . 98 | 3.1 29 
Bilanz +8 | +07 | +9 


Portion B (gewaschen, nach Zusatz von 10 Einheiten Insulin „Booth‘‘), 
berechnet auf 10g Leber. 


CO,-Produktion . . . . . . . . = 0,32 ccm 
O,-Verbrauch . ........=0,0 ,, 
CO: E e aaa ae a |. 


O,-Verbrauch, berechnet auf l g Lebereiweiß = 0,40 cem. 


Zuckergehalt, 


berechnet auf Glucose | Milchsäure Anorgan. H, PO, 
mg i mg | mg 
Vorher . . 2.2... 82 13 17 
Nach 50 Minuten , . 66 0,5 13 
Bilanz — l0 — 08 — 4 
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Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10 g Leber. 


CO,-Produktion . . . . . = 0,27 com 
O,-Verbrauch . . . . . . . . . = 0,24 ,, 
COJO: 2 dae Say M dd 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Lebereiweiß = 0,24 cem. 

















` — Zuckergehalt, | Sch 
| berechnet SA Glucose | Milchsäure | Anorgan. H,PO, 
| mg mg | mg 
Vorher .. .. . cf - 2 82 1,3 | 17 
Nach 50 Minuten . . ` 71 | 1,2 | 17 
Bilanz | —11 — 0,1 | +0 


Hier sinkt die Atmung durch Auswaschen von 1,14 ccm O, -Verbrauch 
auf 0,24 ccm und wird durch 10 Einheiten auf 0,4 com gesteigert. 


Versuch R (Nr. 18, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10 g Leber werden zu 100 ccm 
Ringerlósung mit 0,1 Proz. Glucose (ohne NaHCO,) fein zerrieben suspen- 
diert, nachdem die eine Portion mit 200 ccm destillierten Wassers 20 Mi- 
nuten lang gewaschen worden war. 


Es werden drei Portionen zu je 30 ccm in kalibrierten, etwa 300 ccm 
fassenden Gefäßen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40° C geschüttelt. 


Eiweißgehalt der Suspension, ungewaschen = 1,4 Proz. 
> ge Ge gewaschen = 0,8 ,, 


Portion A = ungewaschen. 


5 B = gewaschen, mit Zusatz von 0,5 cem Pankreaskochsaft 
l:l. 
2 C = gewaschen, ohne Zusatz. 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10 g Lebereiweiß. 


CO,-Produktion . . . . . . . . = 1,30 cem 
O,-Verbrauch . . . . . . . . . = 1,29 „ 
COTO A di e aaa ee 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiweiß = 0,92 cem. 








| Zucker chalt, BE; . " 
Berechnet Sr Glucose | Milchsäure Anorgan. Ha P O. 
mg | mg | mg 
Vorher o ecs ée % 125 | 25 | 14 
Nach 50 Minuten . . 143 3,5 | A 





Bilanz +I8 10 | +26 
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Portion B (gewaschen, nach Zusatz von 0.3cem Pankreaskochsaft), 
berechnet auf 10 g Leber. 


CO,-Produktion . . . . . . . . = 0,30 cem 
O,-Verbrauch . . . . . . . . . = 0,56 
CO,/O, e o œ . . . e e . . ° . = 0,54 


LI 


O,-Verbrauch, berechnet auf l g Lebereiweiß = 0,7 cem. 








Zucke chalt, i S | | e 
berechnet Ne Glucose Milchsäure ‚ Anorgan. H,PO, 
| mg mg mg 
| Su wen gg 
Vorher . 22.2... 68 | 2,0 | 28 
Nach 50 Minuten . . 64 | 1.0 | 10 
Bilanz | —4 | — 1,0 | — 18 


Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10 g Leber. 
CO,-Produktion . . . . zm 0,01 Gem 
O,-Versuch . . . 22.2.2... = 0,40 
0053 < 2er e AE e EE 
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O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Lebereiweiß = 0,5 com. 





Zuckergehalt, 








le | EN 
' berechnet auf Glucose ` Milchsáure | Anorgan. H¿PO, 
š mg | mg | mg 
Vorher . 2.2.2... 68 | 2,6 28 
Nach 50 Minuten . 69 1,0 20 
Bilanz +1 | — 1,6 | —8 


Auch hier zeigt die Zugabe von Pankreaskochsaft eine Steigerung der 
Atmung bei der ausgewaschenen Muskulatur (berechnet auf lg Leber- 
eiweiß: ausgewaschen von 0.5 cem O,-Verbrauch auf 0,7 cem gegenüber 
0,92 com in ungewaschener Leber). 


Versuch S (Nr. 24, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10g Leber werden zu 100 ccm 
Ringerlösung mit 0,1 Proz. Glucose (ohne NaHCO,) fein zerrieben sus- 
pendiert, nachdem die eine Portion mit 200 ccm destillierten Wassers 
20 Minuten lang gewaschen worden war. 


Es werden drei Portionen zu je 30 cem in kalibrierten, etwa 300 ccm 
fassenden Gefäßen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40° C geschüttelt. 


Eiweißgehalt der Suspension, ungewaschen = 1,2 Proz. 
ge 5 = gewaschen = l,l ,, 
Portion A = ungewaschen. 
ES B = gewaschen, mit Zusatz von 0,5com Hetekochsaft. 


.. C = gewaschen, ohne Zusatz. 
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Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10 g Lebereiweiß. 
CO,-Produktion . . . . . . . . = 1,28 ccm 
O,-Verbrauch . . . . . . . . . = 1.24 „ 
CO Os 2 Er 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Lebersubstanz = 1,03 ccm. 








Zuckergehalt, | TAN | 
berechnet No Glucose | Milchsaure Anorgan. H; PO, 


m | mg mg 
Vorher 2.5. er a % 80 1,5 — 
Nach 50 Minuten . . 11: 36 o — I 
Bilanz + 34 + 2,1 | — 


Portion B (gewaschen, nach Zusatz von 0.5 cem Hefekochsaft). be- 
rechnet auf 10 g Leber. 
CO,-Produktion . . . ... . . = 1,72 Gem 
O,-Verbrauch . . . . . . . . . = 1,64 ,, 
00,05. e V S s a E 100 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiweiß = 1,4 cem. 











Zuckergehalt, E 
berechnet auf Glucose , Milchsäure | Anorgan. H.P O, 
mg | mg | mg 
Vorlier s, 2. % | 64 | 0,6 9 
Nach 50 Minuten . . 66 | 0,5 8 
Bilanz +2 — 0,1 — 1] 


Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10 g Leber. 
CO,-Produktion . . . . . . . . = 0,72 cem 
O,-Verbrauch . . . . . . . . . = 0,76 ,, 

KEEN . e . e e . . a + = 0,95 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Lebereiweiß =- 0,7 ccm. 





Zuckergehalt, | oida Së 
berechnet D Glucose Milchsáure : Anorgan. H, P O. 
mg | mg mg 
Vorher. 2 0. & 64 0,6 9 
Nach 50 Minuten . . 64 0,6 10 
Bilanz -E () E0 | Sall 


Hefekochsaft aktiviert die ausgewaschene Leber sehr erheblich 
zur Atmung (von 0,7ccm O,-Verbrauch auf l,4cem, während die 
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nicht ausgewaschene Leber pro Gramm Lebereiweiß einen O,- 
Verbrauch von 1,03 ccm hat). 


Versuch T (Nr. 8, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10 g Leber werden zu je 100 ccm 
Ringerlósung mit 0,1 Proz. Glucose (ohne NaHCO,) fein zerrieben sus- 
pendiert, nachdem die eine Portion mit 200 ccm destillierten Wassers 
20 Minuten lang gewaschen worden war. 


Es werden drei Portionen zu je 30 ccm in kalibrierten, etwa 300 cem 
fassenden Gefäßen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40° C geschüttelt. 


Eiweißgehalt der Suspension, ungewaschen = 1,2 Proz. 
s be Ge gewaschen = 21: 5 


Portion À = ungewaschen. 
s: B = gewaschen, mit Zusatz von 0,5 cem Hefekochsaft. 
Se C = gewaschen, ohne Zusatz. 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10 g Leber. 


CO,-Produktion . . . . . . . . = 1,2 cem 
O,-Verbrauch . . . . . . . . e LH ,, 
CO,/O, . . . ° . e . . . . . . = 1 I 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Lebereiweiß = 1,0 cem. 











| Zuckergehalt. Se w re 
| berehat Glucose | Milchsäure | Anorgan. H,PO, 
m mg f mg 
` | i 
Vorher . . . . e.. 82 4.5 9 
Nach 50 Minuten . . 81 25 | | 10 
Bilanz —1 | — 2,0 | +1 


Portion B (gewaschen, nach Zusatz von 0,5c«cm Hefekochsaft), be- 
rechnet auf 10 g Leber. 


CO,-Produktion . . . . . . . . = 1,94 cem 


O,-Verbrauch EEN 1,94 ,, 
CO,/O, e . ° . ° ° . . . . . e = 1 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Lebereiweiß = 1,77 cem. 








- Zuckergehalt, l CH | | 
berechnet Ne Glucose | Milchsaure ` Anorgan. H¿PO, 


SS mg mg l mg 
EE, AE | | | 

Vorher . . 22... | 96 | 2,0 | 8 
Nach 50 Minuten . . 96 | 2,0 | 8 





Bilanz +U | +0 | +0 
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Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10 g Leber. 


CO,-Produktion ©... e = 0,51 cem 
O,-Verbrauch . . . . . . . . . = 0,51 
COO da Aur Se. sU N. Gra ou SA 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiweiß = 0,46 ccm. 





Zuckergchalt, 








i 
berechnet auf Glucose Milchsäure Anorgan. H; PO, 
mg | m, mg 
Vorher . . 2.2... 96 2,0 | Š 
Nach 50 Minuten . . 100 | 3,0 | 8 
Bilanz | +4 | sc? | +0 


Hefekochsaft aktiviert die durch Auswaschen der Leber von 1.0 auf 
0,46 ccm O,-Verbrauch gesunkene Leberatmung auf den Wert von 1,77 cem 
(berechnet auf 1 g Lebereiweiß). 


Versuch U (Nr. 15, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10g Leber werden zu 100 com 
Ringerlósung mit 0,1 Proz. Glucose (ohne NaHCO,) fein zerrieben suspen- 
diert, nachdem die eine Portion mit 200 cem destillierten Wassers 20 Mi- 
nuten lang gewaschen worden war. 


Es werden drei Portionen zu je 30 ccm in kalibrierten. etwa 300 com 
fassenden Gefäßen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40° C geschüttelt. 


siweißgehalt der Suspension, ungewaschen = 1,3 Proz. 
MR AN s gewaschen = 1,0 0 
Portion A = ungewaschen. 
e B = gewaschen, mit Zusatz von 1 mg Thyroxin. 
H ( = gewaschen, ohne Zusatz. 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10g Leber. 


CO,-Produktion . . . 2.2... = 0,89 com 
O,-Verbrauch . . . . . . , . + = 0.86 


— 


CO o a eana & Q 4 e sa Seel 


H 


O, -Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiweiß = 0,66 cem. 








E s es | Milchsaure | Anorgan. H, PO; 
mg mg mg 
Vorher . ...... 97 | 5,5 | 10 
Nach 50 Minuten . . 101 | 5,5 11 


Bilanz + 4 n 0 | l +1 
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Portion B (gewaschen, nach Zusatz von I mg Thyroxin), berechnet 
auf 10 g Leber. 


CO,-Produktion . . . . . . . . = 0,47 cem 
O,-Verbrauch . . . . . . . + +. 0,56 .. 
CO,/O, e e e e e e e e e è e wv — 0,84 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Lebereiweiß = 0,56 ccm. 

















| | 
eer Milchsäure ; Anorgan. H, P O, 
mg mg mg 
| | u 
Vorher... ü a 4,0 | 14 
Nach 50 Minuten 33 qu | 3,0 | 10 
Bilanz \ SR -0 | — 1 | — 4 


Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10 g Leber. 
CO,-Produktion . . . . . . . . = 0,51 con 
O,-Verbrauch . . . . . . . . . = 0,74 „ 

KE EE, Z Z XV S. S ën as a 009 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiweiß = 0,74 cem. 














o Zuckergchalt, 








' berechnet auf Glucose ` Milchsiure Anorgan. H. P O, 
mg mg mg 
Vorher... Soa 90 | 4.0 14 
Nach 50 Minuten GE 02 | 4,0 11 
Bilanz + 2 | +0 | —: 


l mg Thyroxin, als Zusatz zur gewaschenen Leber, beeinflußt den 
Atmungswert der Leber im Sinne einer geringen Erniedrigung (0,66 cem 
O,-Verbrauch der nicht gewaschenen Leber. 0.74 cem der gewaschenen 
Leber und 0,56 cem der gewaschenen mit Zusatz von Thyroxin). 


Versuch V (Nr. 16, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10g werden zu 100 com Ringer- 
lösung mit 0,1 Proz. Glucose (ohne NaHCO,) fein zerrieben suspendiert, 
nachdem die eine Portion mit 200 com destillierten Wassers 20 Minuten lang 
gewaschen worden war. 


Es werden drei Portionen zu je 30 cem in kalibrierten, etwa 300 cem 
fassenden Gefäßen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40% C geschüttelt. 
Eiweißgehalt der Suspension, ungewaschen = 1,5 Proz. 
vn vg Aa gewaschen = UH .. 
Portion A = ungewaschen. 
55 B = gewaschen, mit Zusatz von 0,5cem Muskelkochsaft 
(1:1). 


Gi C = gewaschen, ohne Zusatz. 
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Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10 g Leber. 


CO,-Produktion 
O,-Verbrauch 
CO,/O, . 


O,-Verbrauch, berechnet auf lg 


0,86 com 
0,89 
1 


Lebereiwei = 0,59 cem. 


LK 





Zucker, chalt, 6 a 
| Berti Enet AR Glucose Milchsäure | Anorgan. H;P 0, 
mg mg mg 
Vorher.. . - . & 143 9,4 11 
Nach 50 Minuten . 166 7.5 | 14 
Bilanz — 23 | — 19 ET an 


PortionB (gewaschen, mit Zusatz von 
auf 10 g Leber. 


1, com Muskelkochsaft) berechnet 


CO,-Produktion = 0,072 com 
O, -Verbrauch = 0,29 ,, 
CO /O, e = 0,25 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1g 


LebereiweißB = 0,32 ccm. 




















Eeer AR Milchsáure ' Anorgan. H, PO, 
mg | mg | mg 
Vorher ...... 83 2,0 10 
Nach 50 Minuten . 80 2:5 12 
Bilanz —: +05 | + 2 
Portion (' (gewaschen, ohne Zusatz). berechnet auf 10 g Leber. 
(O,-Produktion = 0,09 com 
O, -Verbrauch = 0,11 „ 
CO,/O, . o = 0,8 
O,-Verbrauch, berechnet auf l g Lebereiweiß = 0,12 com. 
© Zuckergehalt, | | I 
een Glucsse | Milchsäure Anorgan. H, PO), 
| mg | mg mg 
| 
Vorher . SE 83 2,0 10 
Nach 50 Minuten 20 20 I ` 
Bilanz + 7 + 0 | 26 0 


Der Zusatz von Muskelkochsatt hebt 
der ungewaschenen Leber auf 0,1 cem 
sunkene Atmung auf 0,32 com. 


die von 0,59 cem O, -Verbrauch 


der gewaschenen Leber herabge- 


Stellen wir nunmehr alle unsere Werte der Leberatmung tabellarisch 


zusammen: 


% 
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Aus dieser Tabelle ist ersicht- 
lich, daß auch die ausgewaschene 
Leber durch Insulin in bezug auf 
die Atmung beeinflußt wird; in 
der Dosis von 2 bis 4 Einheiten 
ist vielleicht eine geringe Steigerung 
bzw. Hemmung abzulesen, doch 
haben die Dosen von 6 bis 10 Ein- 
heiten eine Steigerung aufzuweisen, 
allerdings steht diese Steigerung 
wesentlich der Steigerung nach, wie 
sie durch Hefekochsaft an der Leber- 
atmung erzielt werden kann. 


Reihe II. 
(Von Brugsch und Horsters.) 


Um den Einfluß des Insulins 
auf die Atmung der Muskulatur zeit- 
lich quantitativ fassen zu können, 
bedienten wir uns des Prinzips 





des Barcroftschen Differentialmano- 
meters, wobei wir als Respirometer 
Tröge verwandten, wie sie Abb. 1 
zeigt. Es wurden bei den Ver- 
suchen stets zwei gleiche Tröge 
verwendet von 25 cem Kapazität, 


Tabelle III. 





Leber unter 
dem Aktivator 


Atmung der 
ungewaschenen 


Zusatz des Aktivators 





CO, 
O, 


! 
| 
| 
| 
l 
l 


Atmung der 

| gewaschenen 
Leber 

cum O, 


| 


- 


CO; 
O, 


Atmung der 
; ungewaschenen 
` ‚| 
Versuch Leber 
cum O, 


1 
| 


1 
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die dem Barcroftschen Differentialmanometer angeschlossen wurden. 
Die Sperrflüssigkeit im Manometer war gefárbtes Nelkenöl. Die 
Bindung der Kohlensäure geschah durch Glaskugeln, die mit 0,4 proz. 
Kalilauge befeuchtet waren und die sich in dem kleinen Trog A be- 
fanden. Die Respirometer befanden sich im Wasserbade, das in 
einer Richtung durch einen Motor geschüttelt wurde, das Differential- 
manometer war außen montiert. Geschüttelt wurde in einer Richtung 
etwa 100mal in der Minute. Zum Ausgleich der Temperatur 
wurde zunächst 10 Minuten geschüttelt und dann auf Nullstellung 
eingestellt. 


An dem Respirometer haben wir sodann noch eine seitliche in 
ihrem Halse drehbare Ampulle angebracht, um bequem ohne Druck- 
änderung aus der seitlichen Ampulle die Testflüssigkeit (das gelöste 
Insulin) zu einer bestimmten Zeit einfließen lassen zu können. 


Die zu den Versuchen benutzte Muskulatur wurde aus den hinteren 
Extremitäten des Meerschweinchens, das nach der Tötung entblutet 
wurde, entnommen und dann sehr fein zerhackt. Jedesmal wurden 
in den einen Trog 2g (ungewaschene oder mit destilliertem Wasser 
gewaschene) Muskulatur gebracht und 4ccm Lporos Kali-Phosphat- 
lösung (pu 6,3 bis py 7) eventuell auch 1 cem n/10 Lactatlösung gegeben. 
Die Versuche wurden unter O, durchgeführt. War nach einer gewissen 
Zeit (meist nach 20 Minuten vom Beginn der Ablesung) der O,-Ver- 
brauch konstant geworden, so wurde durch Umdrehen der seitlichen 
Ampulle nach oben das Insulin auf die Muskulatur gegossen und die 
Änderung des O,-Verbrauchs weiter verfolgt. Wir überzeugten uns bald, 
daß für die Muskelversuche, die sich nicht länger als 1 Stunde aus- 
dehnten, die Hinzufügung von n/10 Lactatlösung überflüssig ist. da 
der Muskel, selbst wenn er hochgradig ausgewaschen ist, immer noch 
genügend Milchsäure besitzt, die ihm als Atmungsmaterial dienen kann. 
Die Zahl der von uns durchgeführten Versuche beträgt über 80; wir 
schen davon ab, jeden einzelnen Versuch hier anzuführen. 


0,32 Versuch 1 (Nr. 79, Journal R. VI). 
gé 2 g frischer Meerschweinchenmuskel 
G (ungewaschen) + 4cem 1proz. Phosphat- 
lösung. Pg 6,3: Zusatz von 1 Einheit Insulin 
0,75 (Kahlbaum) unter O, (s. Abb. 2). 
Resultat: Keine Steigerung des O.- 
0.08 Verbrauches durch eine Einheit Insulin. 
Gi Versuch 2 (Nr. 72, Journal R, V.). 
Š 0 2 g Meerschweinchenmuskel (70 Minuten 





gewaschen mit der 200fachen Menge 
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destillierten Wassers) + 4 ccm 1 proz. Phosphatlósung, py 6,3; Zusatz 
5 Einheiten Insulin (trocken, Kahlbaum) (s. Abb. 3). 


Resultat: Keine Steigerung des O,-Verbrauches. 


Versuch 3 (Nr. 73, Journal R, V.). 


Derselbe Versuch mit der gleichen Muskulatur; Zusatz 10 Einheiten 
Insulin (trocken, Kahlbaum) (s. Abb. 4). 


Resultat: Deutliche Steigerung des O,-Verbrauches. 


0,24 
X $ 
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0,16 S Š 
Sé Qu 
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Versuch 4 (Nr. 62, Journal R, V.). 


2 g normaler Meerschweinchenmuskel (45 Minuten mit der 200- 
fachen Menge destillierten Wassers gewaschen) + 4ccm 1proz. Phos- 
phatlósung, pe 6,3; Zusatz 8 Einheiten Insulin (trocken, Kahlbaum) 


(s. Abb. 5). 


Resultat: Keine nachweisbare Steigerung des O,-Verbrauches. 


Versuch 5 (Nr. 64, Journal R, V.). 


Derselbe Versuch mit 30 Einheiten Insulin (trocken, Kahlbaum) 
(s. Abb. 6). 


Resultat: Deutliche Steigerung des O,-Verbrauches. 
Biochemische Zeitschrift Band 164. 16 
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Abb, 14. 


Abb. 13. 
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Versuch 6 (Nr. 81, Journal R, VI.). 


2 g ausgewaschener Meerschweinchenmuskel (60 Minuten gewaschen) 
+ 4 ccm 1proz. Phosphatlósung, py 6,3; Zusatz von 10 Einheiten Insulin 
(trocken, Kahlbaum) (s. Abb. 7). 


Resultat: Deutliche Steigerung des O,-Verbrauches. 


Versuch 7 (Nr. 80, Journal R, VI.). 


2g frisch gewaschener Meerschweinchenmuskel, der 45 Minuten lang 
mit der 200fachen Menge destillierten Wassers gewaschen worden war, 
+ deem lproz. Phosphatlösung, py = 6,3; Zusatz von 10 Einheiten 
Insulin (trocken, Kahlbaum) (s. Abb. 8). 


Resultat: Deutliche Steigerung des O,-Verbrauches. 


Versuch 8 (Nr. 60, Journal R, IV.). 


2 g Meerschweinchenmuskel, normal, 60 Minuten mit fünffacher 
Menge destillierten Wassers ausgewaschen, + 4 cem 1proz. Phosphatlösung, 
Pa T; Zusatz von 10 Einheiten Insulin (trocken, Kahlbaum) (s. Abb. 9). 


Resultat: Deutliche Steigerung des O,-Verbrauches. 


Versuch 9 (Nr. 71, Journal R, V.). 


2g normaler Meerschweinchenmuskel, 70 Minuten mit der 200fachen 
Menge destillierten Wassers gewaschen, + 4ccm lproz. Phosphatlósung, 
De 6,3 + 10 Einheiten Insulin (trocken, Kahlbaum) (s. Abb. 10). 


Resultat: Deutliche Steigerung des O,-Verbrauches. 


Versuch 10 (Nr. 78, Journal R, VI.). 


2g normaler Meerschweinchenmuskel. 70 Minuten mit der 200fachen 
Menge destillierten Wassers gewaschen, + 4ccm 1proz. Phosphatlösung, 
Py 6,3; Zusatz von 20 Einheiten Insulin (trocken, Kahlbaum) (s. Abb. 11). 


Resultat: Steigerung des O,-Verbrauches. 


Versuch 11 (Nr. 69, Journal R, V.). 


2g Meerschweinchenmuskel, normal, 60 Minuten mit der 200fachen 
Menge destillierten Wassers gewaschen, + 4ccm lproz. Phosphatlösung, 
Py 6,3; Zusatz 30 Einheiten Insulin (s. Abb. 12). 


Resultat: Deutliche Steigerung des O,-Verbrauches. 


Versuch 12 (Nr. 67, Journal R, V.). 


2g Meerschweinchenmuskel, normal, 60 Minuten gewaschen mit der 
200fachen Menge destillierten Wassers, + 4ccm lproz. Phosphatlósung, 
Py 6,3, + 1 cem n/10 Lactatlösung ; Zusatz 30 Einheiten Insulin. (s. Abb. 13). ` 


Resultat: Deutliche Steigerung des O,-Verbrauches. 


Versuch 13 (Nr. 70, Journal R, V.). 


2 g normaler Meerschweinchenmuskel, ungewaschen, + 4ccm 1proz. 
Phosphatlósung, pg 6,3; Zusatz 30 Einheiten Insulin (trocken, Kahlbaum) 
(8. Abb. 14). 


Resultat: Sehr erhebliche Steigerung. 
16 * 
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Überblicken wir die Gesamtheit dieser Versuche, so ist das Resultat 
eindeutig: In Dosen von 1 bis 8 mg macht das Insulin (zugesetzt zu 2g 
Muskulatur, hauptsächlich gewaschen) keine auffällige Steigerung; diese 
wird erst markant etwa von der Dosis 10 mg Insulin aufwärts. Das sind 
naturgemäß exorbitant hohe Insulindosen, die schon keine physiologischen 
Beziehungen mehr aufweisen. Trotz allem läßt sich aber in hohen Dosen, 
das sei nochmals betont, ein Einfluß auf die Atmung nicht abstreiten. Es 
läßt sich auch nicht etwa der Einwand machen, daß die Steigerung der 
Atmung durch hohe Dosen dadurch 
bedingt sei, daß ein Desinfektions- 
mittel im Insulin wirksam werde. 
Um diesen Einwand zu widerlegen, 
haben wir in dieser Versuchsreihe 
nur das Trockeninsulin von Kahl- 
baum verwandt. 

Andererseits ergab aber schon 
unsere erste Versuchsreihe, daß 
unter Umständen dem Insulin eine 
hemmendeWirkung auf die Atmung 
zukommt. Die Voraussetzungen, 
unter denen es zu einer solchen 
hemmenden Wirkung kommt, er- 
gaben sich nun aus einer Reihe von 
Beobachtungen, die wir hier in 
der Tabelle IV aufführen, die sámt- 
lich an 2g Meerschweinchenmus- 
kulatur mit 4ccm 1proz. Phos- 





phatlósung, Py 6,3, unter O, 
< durchgeführt worden sind und 
E š j , zwar mit der gleichen Methodik 
Ge 0 22 30 4 50 60 wie sie von A. v.Szent-@yörgyi (diese 


Abb. 15. 


1. O2» Verbrauch des normalen Muskels. 
2. Dasselbe. 3. O7«Verbrauch des Mus» 
kels eines 48 stündigen Hungertieres, das 
auf 20 Einheiten Insulin einen hypogly- 
kämischen Komplex zeigte. 4. O23»Vers 
brauch des Muskels eines 48 stündigen 
Hungertieres, das 2 Stunden vor dem 
Tode 20 Einheiten Insulin bekam. ohne 
hypoglykämischen Komplex. 5. O>s#Vere 
brauch des Muskels eines 48 stündigen 
Hungertieres. 6. O,»Verbrauch des Mus» 
kels eines 10 stündigen Hungertieres, das 
nach 60 Einheiten Insulin einen hypo- 
glykämischen Komplex zeigte. 


Zeitschr. 157, 50, 1925) beschrieben 
worden ist. Die Versuche zeigen. 
daß immer dann eine Hemmung 
der Atmung zu verzeichnen war, 
sobald das Tier sich im Hunger. 
zustand befand. Es muß also 
im Hunger eine Disposition der 
Muskulatur gegeben sein, durch 
die das Insulin hemmend auf die 
O,-Atmung wirken kann. Ganz 
besonders aber kann diese Hem- 
mung im hypoglykämischen Sta- 
dium evident werden. 


In dieser Hinsicht ist eine Vergleichskurve Abb. 15 belehrend, die wir hier 
anführen. Die Versuche sind zwar an verschiedenen Tieren, aber mit gleicher 
Apparatur und unter gleichen quantitativen Verhältnissen durchgeführt 
(2g Muskulatur + 4ccm lproz. Phosphatlósung, py 6,3, + Leem n/l0 
Lactat) und nur zum Vergleiche in eine Kurve eingetragen. Es zeigt sich, 
daß im Hunger (10 bis 48 Stunden) die Atmung des Muskels in dieser Kurve 
zwar tiefer liegt als die Atmung des normalen Muskels und daß Insulin 
im hypoglykämischen Komplex die Atmung bremsen kann (Kurve 6), jedoch 
nicht muß (Kurve 4). 
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| Das sind am isolierten Muskel die gleichen Erfahrungen, die man auch 
am lebenden Tiere machen kann: meist wird eine Verminderung der 0, 
Atmung im hypoglykämischen Komplex gefunden. 


Abschließend dürfen wir daher sagen: In großen, völlig unphysiolo- 
gischen Dosen vermag das Insulin an der ungewaschenen wie ausgewaschenen 
normalen Muskulutar steigernd auf die Sauerstoffatmung zu wirken. In 
kleineren Dosen wirkt das Insulin gar nicht, mitunter steigernd oder auch 
hemmend. Im Hungerzustande übt das Insulin einen hemmenden Einflub 
auf die Muskelatmung aus, ganz besonders im hypoglykämsschen 
Komplex. Der Grund darf für letzteren Umstand vielleicht darin ge- 
sehen werden, daß durch die Umstellung auf die Kohlenhydratsynthes 
eine protoplasmatische Blockierung der Atmung hervorgerufen wird. 
Jedenfalls ist aber das Insulin, was seine Einwirkung auf die Atmung 
anlangt, nicht als identisch mit dem Muskelcoferment bzw. dem Heje- 
coenzym anzusehen, auch kann es nicht mit dem Hemmungskörper der 
Muskulatur identifiziert werden, der im Gegensatz zum Insulin nih 
hitzebeständig ist. Die atmungshemmende Wirkung, ganz besonders 
bei Hunger, ist eine wahrscheinlich indirekte, während die atmungs- 
aktivierende Einwirkung unphysiologisch großer Dosen als direkte 
Wirkung angesprochen werden muß. 





Studien über intermediáren Kohlenhydratumsatz 
(Brugsch und Horsters). 


XIII. Mitteilung: 
Versuche über Bildung von Milchsáure in der Leber aus Essigsäure, 
Weinsäure, Malonsäure, Bernsteinsäure. 


Von 
S. Narita. 


(Aus der II. medizinischen Klinik der Charite Berlin.) 
(Eingegangen am 10. August 1925.) 


Die Frage der intermediären Bildung von Zucker aus C-ármeren 
Kohlenstoffverbindungen in der Leber läßt sich experimentell auf 
verschiedene Weise lösen: erstens durch den Nachweis der Anreicherung 
einer durchströmten Leber an Glykogen, zweitens durch den Nachweis 
einer Vermehrung der Milchsáure (eventuell des Zuckers) bei der 
Durchströmung einer Leber nach Zusatz der Verbindung zur Durch- 
strömungsflüssigkeit, drittens durch den Nachweis einer der Zufuhr 
der niederen C-Verbindung entsprechenden Mehrausscheidung von 
Zucker beim pankreasdiabetischen bzw. phlorrhizindiabetischen Organis- 
mus. Die Glykogenanreicherung in der Leber einerseits und vermehrte 
Milchsäurebildung in der Durchströmungsflüssigkeit andererseits als 
Grundlage des Nachweises des Überganges in Zucker sind scheinbar 
Gegensätze, indessen nur zwei durch das Experiment gegebene Moda- 
litäten eines in der Leberphysiologie begründeten Mechanismus, der 
wohl widerspruchslos so gekennzeichnet werden darf, daß der Über- 
gang einer niederen Kohlenstoffverbindung im Zucker zunächst über 
die Milchsäurestufe geht (3 Kohlenstoffverbindungen) und von hier zum 
Glykogen und schließlich vom Glykogen zur Glykose. 

Das schwierigste Problem ist dabei experimentell die Erzeugung 
der intermediáren Glykogenstufe im Durchströmungsversuche, die 
gewöhnlich nur bei starken, fast unphysiologisch hohen Konzentrationen 
der Durchströmungsflüssigkeit gelingt, während die Bildung der Milch- ` 
säure im Durchströmungsversuche auch bei niedrigen Konzentrationen 
der zugesetzten Verbindung nachweisbar wird. 
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Es schließen sich mithin die ersten beiden Methoden nicht nur 
nicht aus, sie müssen vielmehr experimentelle Ergänzungen bilden, 
die ihre Bestätigung alsdann durch die dritte Experimentenreihe finden 
müssen, den Nachweis des Überganges des fraglichen Körpers in Zucker 
beim diabetischen Organismus. 

Wir haben nun auf Veranlassung des Herrn Prof. Brugsch im folgen. 
den die Frage des Überganges von vier Körpern in Milchsäure im 
Durchströmungsversuch der überlebenden Hundeleber an der normalen 
Hundeleber untersucht, und zwar: Essigsäure, Bernsteinsäure, Malon- 
säure, Weinsäure. Von der Essigsäure wissen wir, daß sie beim diabe- 
tischen Organismus kein Zuckerbildner ist, während sich die Bernstein- 
sáure als solcher erwiesen hat [Cremer!)]. Dagegen hat sich nach Cremer 
die Malonsäure negativ: erwiesen, während uns über die Weinsäure 
keine entsprechenden Versuche bekannt geworden sind. Erwähnt sel 
nur noch, daß Ringer, Frankel und Jonas?) die Malonsäure für Zucker- 
- bildner beim diabetischen Hunde ansehen — doch nennt Dakin die 
Versuche nicht überzeugend — und daß Pohl?) gefunden hat, daß 
Malonsäure vom Hunde vollkommen oxydiert wird. Über die Wein- 
sáure besagen die Versuche von Brion*), daß im Tierkörper die 
l-Weinsäure besser oxydiert wird als die r-Weinsäure, doch konnten 
Neuberg und Saneyoshi5) keine solchen Unterschiede feststellen. Die 
Versuchsanordnung war folgende: 

Die Leber eines frisch entbluteten Hundes wurde nach dem Verfahren, 
wie es in der II. medizinischen Klinik üblich ist [vgl. O. Pribram*)] mit 
Ringerscher Lösung (für Warmblüter) durchströmt; die Durchstrómungs- 
flüssigkeit enthielt 0,1 Proz. Glykose. Die Durchströmung wurde bei 40° (` 
vorgenommen und der Durchströmungsakt so im Druck reguliert, daß 
1 Liter jeweils verwendeter Durchströmungsflüssigkeit etwa 20 Minuten 
durch die Leber floß. Zunächst wurde dreimal die Leber jeweils durch- 
strömt, wobei nach jedesmaligem Durchströmen in einer kleinen ent- 
nommenen Portion eine Zuckerbestimmung nach Folin-Wu und eine Milch- 
säurebestimmung nach Clausen-Meyerhof vorgenommen wurde. Auf diese 
Weise konnte zunächst die in der Zeiteinheit von der Leber abgegebene 
Menge Milchsäure bestimmt werden. Nach der dritten Durchströmung 
wurde die Ringerlösung durch eine neue Ringerlösung ersetzt, die neben 
0,1 Proz. Glykose den entsprechenden Körper in 0,1 Proz. Lösung als Na-Salz 
enthielt. Die Durchströmung geschah in analoger Weise wieder dreimal. 
wobei entsprechende Bestimmungen des Zuckers und der Milchsäure vor- 
genommen wurden. Die Versuche wurden bei 40°C im Durchblutungs- 
apparat durchgeführt. 


1) Cremer, Berl. klin. Wochenschr. Nr. 31, 1923, S. 1457. 

2) Ringer, Frankel und Jonas, Journ. Biol. chimic. 14, 539, 1913. 
3) Pohl, Arch. f. exper. Path. u. Pharmak. 87, 413, 1895. 

4) Brion, Zeitschr. f. phys. Chem. 25, 283, 1898. 

5) Neuberg u. Saneyoshi, diese Zeitschr. 86, 32, 1911. 

6) Pribram, Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Therap. 10, 279. 
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I. Versuche mit Essigsáure. 


Versuch A (normale Hundeleber). 

















Zahl der Ze Glykose | Milchsáure 
Durchströmungen Mi 
EEE An 
Vorversuch. 

1 | 20 , 116 29 

2 | 20 ‚107 42 

3 | 20 , 125 41 

Hauptversuch nach Zusatz von 0,1 Proz. essigsauren Na. 

l 20 y 127 40 

2 20 124 36 

3 20 128 42 





Resultat: Da sich die Milchsáurewerte der Hauptperiode nicht úber 
die Werte der Vorperiode abheben, ist mit Eindeutigkeit zu sagen, daß sich 
ein Übergang von Essigsäure in Milchsáure nicht hat auffinden lassen. 


B. Durchströmungsversuch an einer normalen Hundeleber. 





| 








Zahl der e Glykose | Milchsáure 
f Durchströmungen I Min. mg+»Proz. | mg+Proz. 
Vorversuch. 
1 20 127 : 25 
2 20 126 — 29 
3 | 20 128 | 29 
Hauptversuch nach Zusatz von 0,1 Proz. essigsauren Na. 
l | 20 125 ! 43 
2 | 20 121 28 
3 20 124 43 


Resultat: Die Milchsäurewerte sind um einen kleinen Wert 
(14 mg-Proz.) gegenüber der Vorperiode angestiegen. Der Wert ist 
indessen zu gering gegenüber dem Werte von 100 mg-Proz. essig- 
sauren Na, als daß er irgendwie als ein außerhalb der Schwankungs- 
breite der Milchsäureabgabe der Leber geiegener Wert ins Gewicht 
fallen könnte. 


C. Durchströmungsversuch an einer normalen Hundeleber. 











Zahl der Dein Glykose | Milchsäure 
Durchstromungen | Min. mg-Proz. mg+Proz. 
Vorversuch. 
1 | 20 | 125 38 
2 20 121 ` 30 
3 Ä 20 124 . 50 
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NN EE OA Mi der 
Daria erf ú Durchströmungen Glykose | Milchsäure 
gen E Mm a mg+Proz. de EE mp pea, 


EE e nach Zusatz 
von 1,0 proz. essigsauren Na zur Ringerlósung. 





1 20 121 36 
2 20 109 36 
3 20 109 41 








Resultat: Die Milchsäurewerte sind um ein geringes (9 mg-Proz.) 
kleiner als im Vorversuch. Danach darf der Versuch als eindeutig negativ 
anerkannt werden. 


II. Versuche mit 1-Weinsúure. 
A. Durchströmungsversuch an einer normalen Hundeleber. 


Zeit der 











Zabl ‚der Durchströmungen Glucose | Milchsäure 
ale | Min. mg-Proz. | mg»Proz. 
Vorversuch. 
1 | 20 | 102 36 
2 | 20 97 34 
3 | 20 | 103 36 


Hauptversuch nach Zusatz 
von 1,0 proz. weinsauren Na zur Ringerlósung. ` 


l i 20 | 10 ; 36 
2 | 20 x 100 | 54 
3 | 20 120 54 


Resultat: Es zeigt sich bereits nach der zweiten Durchstrómmung 
ein Plus von 20 mg Milchsáure gegenüber dem Hauptversuche. 


B. Versuch an einer normalen Hundeleber. 














Zahl der E | Glykose | Milchsäure 
Durchströmungen Mi 
| in. E Dëse E _mg+Proz. | 
Vorversuch. 
l | 20 | 117 | 27 
2 20 119 43 
3 | 20 123 47 


Hauptversuch nach Zusatz 
von 0,1proz. weinsauren Na zur Ringerlósung. 


l | 20 ug" A 
9 20 120 | 6 
3 20 | 135 | 118 


Resultat : Schon nach der zweiten Durchströmung setzt im Haupt- 
versuch eine Vermehrung der Milchsäurebildung ein, die bis auf 118 mg- 
Proz., d.h. auf 71 mg-Proz. gegenüber der letzten Periode des Vor- 
versuchs ansteigt. Wir dürfen also aus den Versuchen A und B den 
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Schluß ziehen, daß die Durchstrómung der Leber mit Weinsäure zu 
einer Vermehrung der Milchsáurebildung geführt hat, die dafür spricht, 
daß Weinsäure von der Leber in Milchsäure übergeführt ist. 

Die Überführung der Weinsäure in Milchsäure könnte nach folgender 
Gleichung angenommen werden, d.h. die zweibasische Weinsäure geht 


durch Abspaltung von CO, in eine dreiatomige Kette und durch Reduktion 
in Milchsäure über. 


O 
d 
OH 
Rodo sen CH, +H: CH, 
H.OH —H,0 CO H On 
| 
—O CO 5 
NOH NOH NOH 
oder 
oc cZ? 
NOH OH 
H.OH +H: CH, ( -S°:) CH, 
| a C — d 
CH.OH H.OH H.OH 
| | 
C—O H C—O H C—OH 
So No No 


Nach dieser Gleichung würden aus 100 mg weinsaurem Na rund 50 Proz. 
Milchsäure entstehen können; dieser Wert wird im Versuch A unterschritten, 
im Versuch B überschritten, doch gestattet die Art der Durchführung des 
Versuchs keine absolut quantitativen Ermittlungen. 


III. Versuche mit Malonsäure. 
A. Versuch an einer normalen Hundeleber. 























Zahl der Ee gen Glykose | Milchsäure 
Durchströmungen Min. guer mg+Proz. 
Vorversuch. 
1 | 20 133 x 34 
2 20 ! 135 32 
3 | 20 | 127 36 


Hauptversuch: Durchströmung mit Zusatz 
von 0,1 proz. malonsauren Na zur Ringerlösung. 


1 | 20 | 111 25 
2 | 20 105 56 
3 y 20 135 56 





Resultat: Im Hauptversuch steigt unter Durchstrómung mit malon- 
saurem Natron die Milchsáure auf einen Wert von über 20 mg-Proz. gegen- 
über dem Wert des Vorversuchs an, so daß wir den Schluß auf Milchsáure- 
bildung aus der Malonsáure ziehen müssen. 
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B. Versuch an einer normalen Hundeleber. 











Zahl der Genk ngen | Glykose | Milchsäure 
Dpurebsrromosgen Min. mg+Proz. mg-Proz. 
Vorversuch. 
1 20 121 29 
2 20 130 30 
3 20 | 136 36 





Hauptversuch: Durchstrómung mit Zusatz 
von 1 Proz. malonsauren Na zur Ringerlósung. 


1 | 20 | 11 34 
2 20 100 52 
3 | 20 121 88 





Resultat: Auch hier ein zunehmendes Plus an Milchsáure von 
32 mg-Proz. gegenúber den Milchsáurewerten der Vorperiode. 


Die Malonsáure SE ist nur durch einen Reduktionsprozeß 


in Milchsäure überführbar. 
C,H,O, — O + H, = C,H,0; 


Aus 100 mg malonsauren Na können daher bestenfalls 60 me Milch- 
säure entstehen, während hier in den Versuchen A und B ein Plus von 
20 bis 32 mg gefunden worden ist. 


IV. Versuche an Bernsteinsäure. 











Zahl der De Glykose | Milchsäure 
Durchströmungen Min. ` mu Pros Pros 


4. Versuch an einer normalen Hundeleber. 
Vorversuch (Ringersche Lösung). 








1 | 20 110 24,75 
2 | 20 118 29,25 
3 | 20 125 29,25 
Hauptversuch: 
Ringersche Lösung + 0,1 Proz. bernsteinsaures Na. 
1 20 | 117 45,00 
2 20 | 125 65,25 
3 20 . 125 74,25 








B. Versuch an einer normalen Hundeleber. 


Vorversuch (Ringersche Lósung). 


1 — | 121 | 29,25 
2 — | 124 | 47,25 
3 — | 124 | 4725 
Hauptversuch: 
Ringerlösung + 0,1 Proz. bernsteinsaures Na. 
I — | 112 63,00 
2 -— 118 90,25 
3 — | NO | 10800 
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Resultat: In Versuch A finden wir ein Plus von 45 mg-Proz. 
Milchsäure, in Versuch B ein Plus von rund 60 mg-Proz. Nach der 


Formel 

CH,.COOH 

Än, Coon 
ist für den Übergang in Milchsäure ein OxydationsprozeB mit Ab- 
spaltung von CO, denkbar. 


Aus 100 mg bernsteinsaurem Natrium können maximal 55 mg Milch- 
säure gebildet werden. Das in den Versuchen A und B aufgefundene 
Milchsäureplus spricht für die Möglichkeit eines quantitativen Über- 
ganges der Bernsteinsäure in Milchsäure!). 

Wir haben uns nunmehr die Frage vorgelegt, ob auch die pankreas- 
diabetische Leber beim Durchspúlungsversuch sich gegenüber der 
Milchsäurebildung aus den untersuchten Körpern in gleicher Weise 
verhält, wie die Leber des normalen Hundes. Die Methodik blieb sonst 
die gleiche. Die Hunde befanden sich 5 bis 7 Tage nach der Pankreas- 
exstirpation. 


Versuche an Lebern pankreasexstirpierter Hunde. 


I. Versuche mit Essigsäure. 





e ya asa a nde Glykose | Milchsaure 
ç g Min. mgeProz. mg+Proz. 








Versuch A (Leber einer pankreaslosen Hundes). 


Vorversuch (Ringersche Lösung). 





l | 20 ' 126 38,25 
2 | 20 125 36,00 
3 Ä 20 ' 118 56,25 
Hauptversuch : 
Ringersche Lösung +- 0,1 Proz. essigsaures Na. 
l ¡ 20 | 118 | 40,50 
2 | 20 118 40,50 
3 | 20 © I | 4275 


Versuch B (Leber eines pankreaslosen Hundes). 


Vorversuch (Ringersche Lösung). 


1 | 20 y 121 ' 29,25 

2 | 20 | 118 24.75 

3 20 . Hl ' 33,75 
Si 1) Über den Weg des Überganges (Bernsteinsänure-Fumarsäure--Äpfel- 
R ure—Milchsäure), entsprechend den Befunden von Batelli und Stern und 


imbeck. wi E E a 
beck, wird in einer späteren Mitteilung berichtet werden. 
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Zahl der AE gen Glykose | Milchsáure 
Durchstrómungen mg+Proz. mg+Proz. 


Haupiversucht Ri Ringsrsche Lösung + 0,1 Proz. essigsaures Na. 





l | 90 ' 118 33,75 
2 20 117 31,80 
3 | 20 | 118 31,80 


Versuch C (Leber eines pankreaslosen Hundes). 
Vorversuch (Ringersche Lósung). 





1 20 | 121 29,25 

2 ! 20 | 117 31,50 

3 | 20 110 42,7 
Hauptversuch: Ringersche Lösung + 0,1 Proz. essigsaures Na. 

l 20 | 121 29,25 

2 20 11 x 36,00 

3 20 ; 088 63,00 





Resultat: Im Versuche A und B ist gegenüber dem Vorversuche 
keine Milchsäurevermehrung auf die Essigsäure hin festzustellen. Die 
Vermehrung der Milchsäure im Versuch C, dem Hauptversuche, um 
etwa 20 mg-Proz. gegenüber dem Vorversuche ist eine scheinbare hin- 
sichtlich etwaiger Entstehung aus Essigsäure, da diese Vermehrung 
ungezwungen durch Glykolyse sich erklären läßt (es vermindert sich 
um den gleichen Wert die Glucose). 


II. Weinsaures Natron. 


Zahl der Get der | Glykose | Milchsäure 
Durchströmungen Min. | mg-Proz. E 








Versuch A (Leber eines pankreaslosen Hundes). 
Vorversuch (Ringersche Lósung). 





l 20 126 29 25 

2 20 120 45,00 

3 20 x 126 x 40,50 
Hauptversuch: Ringersche Lösung + 0,1 Proz. weinsaures Na. 

1 | 20 126 22,50 

2 | 20 120 49,50 

3 | 20 | 126 x 65,25 


Versuch B (Leber eines pankreaslosen Hundes). 


Vorversuch (Ringersche Lósung). 





l | 20 108 27,00 

2 | 20 100 | 24,75 

3 | 20 108 | 29,25 
Hauptversuch: Ringersche Lösung + 0,1 Proz. weinsaures Na. 

l | 20 | 111 31,50 

2 20 082 67,50 

3 | 20 074 x 85,50 
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Resultat: Sowohl im Versuch A wie B ist im Hauptversuche eine 
Milchsäurevermehrung auf die Durchstrómung mit Weinsäure hin 
festzustellen; sie beträgt im Versuch A etwa 25 mg, im Versuch B 
55 mg, doch ist von diesem Werte der Wert abzuziehen, der der Glykose 
(das sind 111 — 74 = 37 mg), abzuziehen, mithin sind also nur rund 
20 mg-Proz. auf die Weinsäure zu beziehen. 


HUL Malonsäure. 





= a ‚der | Glykose | Milchsäure 
E Min. | mg-Proz. mg-Proz. 








Versuch A ( Leber e ines pankreaslosen H undes ). 
Vorversuch (Ringerlösung). 











1 20 125 31,50 

2 20 113 29,25 

3 20 107 49,50 
Hauptversuch: Ringerlósung + 0,1 Proz. malonsaures Na. 

1 | 20 | 125 31,50 

2 x 20 100 51,75 

3 | 20 | 096 89.75 





Versuch B (Leber eines pankreaslosen Hundes). 


Vorversuch (Ringerlósung). 








1 | 20 116 27,100 

2 | 20 121 29,75 

3 | 20 | 120 31,50 
Hauptversuch: Ringerlósung + 0,1 Proz. malonsaures Na. , 

1 20 | 116 33,75 

2 x 20 115 63,100 

3 20 112 85,50 





Im Versuch A beträgt die Steigerung der Milchsáure, die sich unter 
Berücksichtigung der Glykolyse auf die Malonsäure beziehen läßt, 
11 mg-Proz., im Versuch B rund 50 mg-Proz. 


IV. Bernsteinsaures Natron. 


Zahl der Zeit der 


S Durchstrómungen 
Durchstrómungen j Min g 


Glykose 
mg+Proz. 


Milchsäure 


mg+Proz. 











Versuch A Leber eines pankreaslosen Hundes 1 


Vorversuch (Ringerlósung). 


1 i 20 | 120 | 56,25 

2 | 20 | 120 42,75 

3 | 20 | 108 | 42,75 
Hauptversuch: Ringerlósung + 0,1 Proz. bernsteinsaures Na. 

1 | 20 | 106 36.00 

2 20 060 65,25 





3 | 20 | 057 121,50 
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Zahl der Durchstsömungen Glykose | Milchsäure 
mn mg-Proz. mg-Proz. 


V Se B (Leber eines AAA Hundes). 
Vorversuch (Ringerlósung). 








1 20 | 126 33,75 
2 | 20 © 117 x 39,75 
3 20 : 119 31,50 
Hauptversuch: 
Ringerlösung + 0,1 Proz. bernsteinsaures Na. 
1 | 20 119 33,75 
9 | 20 118 33,75 
3 | 20 x 116 x 63,00 


Resultat: Im Versuch A beträgt unter Berücksichtigung der Gly- 
kolyse von rund 50 mg-Proz. die Steigerung der Milchsäure gegenüber 
dem Vorversuche rund 30 mg-Proz. Im Versuch B rund 30 mg Dro, 


Fassen wir die Ergebnisse tabellarisch zusammen. Vermehrung 
der Milchsäure in mg-Proz. 
































d Versuch Normale Leber l Versuch Diabetische Leber 
Nr. mg | Nr. mg 
Essigsäure ee IA 0 | 1A 0 
EE | IB 14 d IB 0 
1C 0 | IC 0 
Weinsäure . e II A 20 HA 25 
IIB 71 IB | 20 
Malonsäure THI A | 20 III A | 11 
| III B | 30 III B 50 
Bernsteinsáure . A IVA 35 | IVA 30 
IVB 60 IVB 30 


Das Ergebnis dieser Versuche darf man demnach dahin zusammen- 
fassen, daß die Essigsäure in der Leber weder unter normalen Verhall- 
nissen noch beim Pankreasdiabetes ein Milchsäurebildner ist, daß dagegen 
die Malonsäure, I-Weinsäure und Bernsteinsäure in der Leber des normalen 
Hundes wie des pankreasdiabetischen Hundes Milchsäurebildner sind. 


Studien über intermediáren Kohlenhydratumsatz 
(Brugsch und Horsters). 


XIV. Mitteilung: 
Über die Einwirkung des Insulins auf die Dehydrasen des Muskels. 


Von 
S. Narita. 


(Eingegangen am 10. August 1925.) 


In seiner zweiten Mitteilung über Zellatmung hat v. Szent-Györgyi!) 
nachgewiesen, daß der durch Auswaschen nicht mehr atmende Muskel 
mit der Thunbergschen Methylenblauentfärbungsmethode noch eine 
kräftige Milchsäurehydrase nachzuweisen gestattet; er vermag auch 
Bernsteinsäure und para-Phenylendiamin zu oxydieren, wodurch er- 
wiesen wird, daß auch nach dem Auswaschen noch Wasserstoff- 
aktivierung und Sauerstoffaktivierung wenigstens in gewissen Systemen 
ungestört vorhanden sein kann, ohne daß es zu einer Oxydation des 
vorhandenen Wasserstoffs oder einer Reduktion des aktiven Sauer- 
stoffs kommt. 

Auf Grund dieser Beobachtungen haben wir uns mit der Frage 
befaßt, ob das Insulin die Dehydrasen des gewaschenen Muskels zu 
beeinflussen in der Lage ist, ob es mithin einen Aktivator der Dehydrasen 
vorstellt. 

Erwähnt muß hier werden, daß bereits Ahlgren?) unter Anwendung 
der Thunbergschen Methylenblaumethode über eine Steigerung der 
Oxydation unter dem Einfluß des Insulins berichtet hat. Diesen Ver- 
suchen stellen sich aber die Ergebnisse von Cloedt und van Canneyt3) 
entgegen, die mit der Methode von Lipschütz*) keine Steigerung 
der Oxydation durch Insulin nachweisen konnten. Das Ver- 
fahren von Lipschütz besteht darin, daß unter dem Einfluß der 
Dehydrogenasen der Zelle das farblose m-Dinitrobenzol in braunes 


1) Diese Zeitschrift 157, 50, 1925. 

2) Skand. Arch. f. Physiol. 44, 167, 1923. 

3) C.r. de la soc. de Biol (Soc. belge de Biol.) 91, 92. 
4) Pflügers Arch. 2, 2320, 1923. 
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Nitrophenylhydroxylamin verwandelt wird. Es.handelt sich also sowohl 
bei der Methylenblaumethode wie bei der Dinitrobenzolmethode um 
den Nachweis einer Dehydrogenase. 

Wir wandten auf Veranlassung von Prof. Brugsch das Methylen- 
blauverfahren an, analog wie es v. Szent-Györgyi angewandt hatte. 


Der Muskel, nachdem er vorher gehörig zerkleinert und mit einer 
20fachen Menge Wasser gewaschen war, wird in ein Thunbergröhrchen 
eingeführt, mit Phosphatlösung und dann mit Methylenblaulösung und 
dem Zusatz versetzt. Alsdann wird das Röhrchen geschlossen und unter 
Manometerkontrolle evakuiert. Nunmehr wird die Muskelaufschwemmung 
in den dünnen Teil des Thunbergröhrchens versenkt (nachdem kräftig 
durchgeschüttelt worden war), das Seitenrohr mit Wasser gefüllt und das 
ganze Röhrchen ins Wasserbad versenkt. 

Im allgemeinen wurden 0,1 g bzw. 0,4 g Muskel, 0,9 ccm 1proz. Phos- 
phatlósung, pg = 7 und 0,2ccm Methylenblau (purissimum — Höchst) in 
der Konzentration von 1:5000 verwandt. 

Der erste Teil der Versuche wurde am Froschmuskel angestellt: 


Versuch 1. 


0,1 g zweimal je 15 Minuten gewaschener Froschmuskel, 0,9ccm Iproz. 
EE Pg = 7,0, 0,2 cem Methylenblau 1 : 5000. 





| Nach 30 Minuten | Nach 60 Minuten 


Sg o ER — | = SE 


e Kone Entfárbung ¡Keine Entfärbung 


+ Iluglandol (1 Einheit) 
Kontrolle ohne Insulin Zéi 
+ 0,3 cem m/10 Bernsteinsáure . . . "Entfárbun g 








"Entfärbung 


Versuch 2. 
Gleiche Versuchsanordnung. 








+ 0,3 com n/10 milchsaures Natron . Beg. Enttárbung |Vollk. Entfärbung 
+ 3 mg Insulin (trocken. . .. . .' Keine 3 Keine Š 
Kontroles 2.2802 a a — — 
Versuch 3. 
Gleiche Versuchsanordnung. 

+0,3cem m/10 brenztraubensaures . | 

Natrium .. TEA IEA == — 
+ 0,3 cem n/10 Glucose s. ea a Z — — 

Kontrolle 3. e .. . .. . . . .. | — = 

+ 0,3 cem n/10 Galaktose . . + + . A — — 
+0,3 , n/10 d-frue Oe Pa 

saures Na.. . | Vollk. Entfárbung Entfärbung 
+ 0,3 cem n/10 d- Fructose. . . || Geringe a Geringe Entfarb. 
+03 „ n/10 d-Fructose + 5 Ein- 

heiten Insulin . + . e — 2 2 
+ 0,3 cem n/10 Glucose + 5 Einheiten N 

Insulin . . ` — — 
+ 0,3 cem n/'10 d- fr uc ctosediphosphor- ! 

saures Na . . . + + Deutl. Entfárbung Entfärbung 
+ 0,3 com n 10 d- fruc tosediphosphor- 

saures Na + 5 Einheiten Insulin E e 
+ 0,3 cem n/l0 bernsteinsaures Na . . Fast völl. 2 S 


+0,3 , n/10 bernsteinsaures Na 
+5 Einheiten Insulin 


(8) 
Qu 
Ke 


Intermediárer Kohlenhydratumsatz. XIV. 


Versuch 19. 


0,4 g Froschmuskel, viermal je 15 Minuten gewaschen. 
Versuchsanordn:ung die gleiche wie die vorige. 








| Nach 10 Min. | Nach 60 Min. | Nach 120 Min. 


Zusatz von 











EE dE ee A 7 SS GE z ee in EE e EE 
16 mg Insulin, trocken . . . . . - | — TI Sg , == 
8 , E SEH EE — | SES x zz 
4 n ” n ° e o e o o i — [ — Ben 
e | Ke | == > = 
~“ y n n ' | 
1 > 5 AE | — | = Go 
Kontrolle. ... . . . . 2. + + + A — i m e 
0,3 m/10 bernsteinsaures Na ! 4- | L -+- 
Versuch 9. 


Gleiche Versuchsanordnung. 





























+ 3 Einheiten Insulin. . . I | 
Kontrolle (ohne Zusatz). DE — | — = == == "E "Se 


+ schwache, + + mittlere, +++ völlige Entfärbung. 


FR EN Nach | Nach | Nach | Nach | Nach ZS Nach 
usatz 10 Min., 20 Min. | 30 Min. | 40 Min. , 50 Min. | 60 Min. | 120 Min. 
DEE EE el Per: +++ ++ | | 
+ 3 Einh. Insulin... + ++ +++ 4441444 . 
03 , m/10milchsaures Na yo 4 1 + Ven +++ 
+ 3 Einh. Insulin... > + 14 K +++ | 
! | 
0,3 „ m/l0 d-fructose- | | | 
diphosphorsaures Na . | + E + ++ +++ 
+ 3 Einh. Insulin. de: 7 ee ef a 





Überblicken wir diese Versuche, so zeigt der ausgewaschene Frosch- 
muskel noch eine Dehydrogenase für Bernsteinsäure, Milchsäure, 
d-Fructosediphosphorsäure, aber nicht für Glucose, d-Fructose, Galaktose. 
Insulin steigert nachweislich nicht die Wirkung der Dehydrogenasen, 
vermag aber auch nicht zu hemmen. 


Versuche an Meerschweinchen. 


Versuchsanordnung die gleiche wie am Froschmuskel: Der Muskel 
wird zweimal 15 Minuten mit der zehnfachen Menge destillierten Wassers 
gewaschen. 0,9ccm lproz. Phophat, pg 7. 0,1ccm Methylenblaulösung 
1:5000. 0,1 g Muskel. Normale Ernährung. 























Versuch 10. 
| © | Nach | Nach | Nach 
EE RR | " 10Min. | 20Min. | 30 Min. 
A ia SE — d ` == | — ZZ m I I In 
0,3 ccm m/10 bernsteinsaures Na. . .. . . | ++ +++ 
+ 3 Einheiten Insulin. . ....... ++ As 
0,3 , m/l0 milchsaures Na . ...... gr AE T 2 
+ 3 Einheiten Insulin. ........ JI =E dh Gg 
Kontrolle ohne Zusatz . .. - 2. 2 =... | == a sr s> 
0,3 cem n/10 d-fructosediphosphorsaures Na | - + ++ 








+ geringe, + + mittlere, +++ völlige Entfärbung. 
17* 
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Versuch 11. 


0,4 g Muskel vom Meerschweinchen, sonst gleiche Versuchsanordnung. 


| Nach | Nach ` Nach 
Zusatz 10 Min. 20 Min. | 30 Min 
3 Einheiten festes Insulin . ........ ++ +++ 

0,300 Tluglandol >. u ea HE ' ++ x +++ 

0,3 „ Insulin Kahlbaum. ...»...... ++ ++ 

0,3 , Welcome-Insulin ......... kv ++ | ERA 

0,3 „ englisches Insulin Brand ..... | + ++ | ++ 
0,3 „ Wasser (Kontrolle) . ....... ei: dl 2 - 

0,3 m/10 milchsaures Na + 0,3 Iluglandol . . | ++ | LE 

0,3 m/10 milchs. Na + 0,3 Insulin Welcome . © ++ ls eck 

0,3 m/10 milchsaures Na. . < d e s s ii i L ++ | +++ 

0,3 m/10 bernsteinsaures Na . ....... Lot dede 


Versuch 13. 


Versuch wie der vorige. 0,4g gewaschener 


dreimal je 15 Minuten ausgewaschen. 

















\ „Nach Nach | Nach Nach 
Zusatz | 30Min. | 60Min 90 Min. | 120 Min. 
3 Einheiten festes Insulin. . . . . | — < + + 
0,3ccm Iluglandol . . .:.... — — + + 
0,3 Insulin Kahlbaum — == — — 
03 , Insulin Welcome. + + + . — — — — 
0,3 „ Insulin Brand ...... N 5 -— -- — 
Kontrolle ohne Zusatz . . . . .  — — — -- 
0,3 m/10 bernsteinsaures Na ++ | 
Versuch 14. 


Versuch wie der vorige. 0,4 g gewaschener Muskel. 
(Dreimal 15 Minuten ausgewaschen.) 














Meerschweinchenmuskel, 








7 | | Nach | Nach | Nach | Nach | Nach 
usats 10 Min. | 30 Min 60 Min. 90) Min. | 120 Min. 
1 mg Fass, a. 0 + ++ ++ ++ 
> p p + + Gleis? rt | Fr 
3 , a e | Ss a Fa +} ++ 
& a a ep Fr ne T T A 
E, ch + Fr ++ | Ak || As 
Kontrolle ohne Zusatz ll  — — — — -- 
l mg Insulin, trocken 0 + ++ ++ ++ 
2, n n + + Fr Geck, AN ec 
d a n n Sp GR FT 2 a qe 
BA " n Geseis Pr FAO 
16 „ Š | +++ 
Kontrolle ohne Zusatz j — — — | — — 
0,3mg m/10 bernsteins. Na | +++ 




















wm — — —IF ms n 3_ + —— —  —  — . F — n — 0 
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Versuch 15. 


0,4 g Meerschweinchenmuskel, normale Ernährung, dreimal 15 Minuten 
gewaschen. Versuch wie der vorige. 






0@ o 3 òo ° 8 o ° 


0,3 cem Iluglandol .. . . . . . . 
03 , Insulin Kahlbaum . . . . 
03 „ Insulin Welcome... + . 
03 „ Insulin Brand...... 
Kontrolle, ohne Zusatz . . . . . 
0,3 m/10 bernsteinsaures Na 


2 mg Insulin, trocken . . . . . . 
e ñ = e Eer 
lol ee u AR 


Kontrolle `..." | 
0,3m/10 bernsteinsaures Na . . JI +++ | | 


+ geringe, +++ völlige Entfärbung. 


y y e . e oo oo °. 











Versuch 16. 
0,4g Meerschweinchenmuskel, normale Ernährung, dreimal 15 Minuten 
gewaschen. 
nn Zusatz nn | Nach 10 Min. Nach 60 Min. | Nach 129 Min. 
De Ee En ee i Aamir dee e Ee E eege ee SE A de ee 
0,1 cem Insulin Welcome . + . + . | — | = — 
015cem ` EE ent — | — — 
0,3 ” o An... ros — | — SEN 
0,6 ” n neen * ° — — EE 
08 , S SSES Se Sg Ss 
Kontrolle . . . . : 2 2 2 2 20. = === = 
0.3 cem m '10 bersteinsaures Na . . | +++ 
Versuch 17. 


0,4g Meerschweinchenmuskel, dreimal je 15 Minuten gewaschen. 














Nach Nach Nach | Nach 
en Zusatz 10 Min. | 60 Min. | 90 Min. | 120 Min 
0,lecm Insulin Welcome . + + + . | — | — — | = 
0,2 mim Ok EE En x= 
oa. 7 ne oz x = u x Z 
(4, a > Sasu va J < Sa E = 
0,5 9 9 A... ° * ° | — i — — I YS 
0,6 p ” a o. * * ° | — | — BEE _— 
0,7 ” 9 mee e č è >% , SS — I + + 
d SEET a y uU SQ In — + + 
Kontrolle `... ... .. .. . . | sz x SE ZA 


0,3 m/10 bernsteinsaures Na . . . | Des) | 
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Versuch 18. 


0,4 g Meerschweinchenmuskel, viermal gewaschen. 














Ae Nach Nach Nach Nach Nach 
Zusatz 10Min. | 30Min. 60 Min. 9) Min. | 120 Min. 
16 mg Insulin, en š Ba + EN Ei +++ 

8 ” a 9 -+ -+ | + + + 

4 „ > H + + SE 4 

m Fo o + + O ch 

1 n n n ` | = Se | STE 
Kontrolle . . . . . . . — | — — — 
0.3 m/10 bernsteins. Na ++ !- | | | 


Versuch 20. 


0,4 g Meerschweinchenmuskel, von einem Meerschweinchen, das 24 Stunden 
gehungert hat. Muskel dreimal 15 Minuten gewaschen. Versuch wie der 


vorige. 
16 mg Insulin, trocken . (+) Se ++ +++ 
4 | E le Je a 


n ” n 
Kontrolle, ohne .... — 


| 
8, R š FCK — + + + PES 
SS 
0,3 m/10 bernsteins. Na .¡ -p4 - E 
| | 





Versuch 21. 


0,4g Meerschweinchenmuskel, normale Ernährung, ungewaschen. 


0,8 com Insulin-Schering (+) | SE Jk wues E 

04 „ y | == | Së I T | Seegen, p espa sis 
02 , " e AE) + S kk TI zz 
O, 1 4 | Gë Sn | Le . bt SE 
Kontrolle, ohne = wu E eg = 





Versuch 22. 
0,4g Meerschweinchenmuskel, 24 Stunden Hunger (Methylenblaumenge 
1,3 ccm). 


a) Unausgewaschen. 


8 mg Insulin, trocken . . f- ir es. © Zeug: | 
4. ,; ae, TT tee u R 
2 nn a a f ENEE EN 
Kontrolle, ohne .... de E E x 

s| Ed 


Ar ose 


b) Ausgewaschen (dreimal 15 Minuten) Methylenblaumenge 0,3 ccm. 





8 mg Insulin, trocken . . o | ++ | Fr 
4 m ` D „ . e ee | -+ | + + au + i 
— i Er Fer 


n n n i 
Kontrolle, ohne .... = — x — | — | — 
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Versuch 23. 
0,4 g Meerschweinchenmuskel, normale Ernábrung, 7 Stunden post mortem 
entnommen. 
Nach SE, Nach | Nach | Nach 
I Zusatz Be | 10 Min. 30 Min. 160 Min. | 90 Min. 
| a) et nn 
8 mg Insulin, trocken . . . . . . + E ++ aa | 
4 n mn p s ` *` * ° * ° | + ++ + + + 
2 y ” n e... +... — + + + ++ 
Ohne a e e š ++ | +++ | 
” neen o e o o e o o I + + | + ++ 
b) Dreimal 15 Minuten gewaschen. 
8 mg Insulin, trocken . ..... | + [bar ss s 
4 N ” mee ° ° * ° — + | + + + + -4 
2 . A E amia w  — | + | ++ +++ 
Ohne , . nei .... = = | eg SE 
e e we Qa Q A Sg NY == 
Versuch 24. 


0,4 g Meerschweinchenmuskel. 48 Stunden Hunger. 8 Stunden post mortem. 


a) Ungewaschen. 
8 mg Insulin, trocken . ..... 








T x Seck TEF 
” 7 nee o e e ° + + + | + + + 
2 " ” p e LI  LgT KI * * * ° + | + + + + + + + 
l. ç ES oo + | ++ ++ | +++ 
Ohne S e e en Ee + ++ ++ +++ 
gen rm. ee e e N | + | ++ ++ no 
b) Dreimal 15 Minuten gewaschen. 
8 mg Insulin, trocken . . .... | (+) = ++ | +++ | 
4, a a a Seis sz. s — o: Fe 
2, n Q s AO | — | + ++ | +++ 
E a A ee L ES = + | ++ 
Ohne e a S S ale = | == | zen | = 
š ee se O Zeg bk wës "E = 


Versuch 25. 


0,4g Meerschweinchenmuskel, normale Ernährung (ungewaschen). 
7 Stunden post mortem. 





Z | Nach | Nach | Nach | Nach 
en | 10Min. | 30 Min. | 60Min. | 120 Min. 
8 mg Insulin, trocken ...... + tito, "` | 
4 A h ef +++ | | 
Ohne e NM EE ke A a 4 + 1. | 
” 5 — S EE E E + | + + + 
Versuch 26. 


0,4g Meerschweinchenmuskel, normale Ernährung, dreimal gewaschen 
je 15 Minuten. 


0,8ccm Iluglandol . . . . . . . . | (+) | + ++ ++ 
04 5 TER TER s s ı o — Ser "d e x (+) 
0,2 - ge AE AE e SPO Q e ji = == I — ' — 
A mern = <= =|- 
Ohne f Z OS a 


| we sc — 


0,4g Meerschweinchenmuskel, normale Ernährung, dreimal 15 Minuten 











gewaschen. 
Ge Nach Mach | Nach | Nach 
Zusatz Yon 10 Min. | 30Min. ! 60Min. 120 Min. 
0,8 cem Iluglandol . ....... Ss zur | Sg =: 
04 , si O sos A AE — — y — = 
0,2 7 oo”... è è e àù ee ——n | — — 
0,1 A @m °% ċ èe èo > è òo o oœ A — | — — 
Ohne ST. usb Aa 18 — — = 
8 mg Insulin, trocken . ..... — == SS E3 


” ” ” . ...o @ 0 os. 


Ohne en Ge Sg SS es 


” ” 
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Versuch 27. 


Versuch 28. 


0,4 g Meerschweinchenmuskel, 7 Stunden post mortem. 











Nach Nach Nach — Nach 
Zusatz von 10 Min. 30 Min. 60 Min. ` 90 Min. | 





a) Ungewaschen. 


8 mg Insulin, trocken . . . . . . ++ eto de 
4 ” ” p ee ° * ° ° + + ' + + + 
Ohne , Š DECHE ++ o +++ 


b) Ausgewaschen. 


8 mg Insulin, trocken . . . . . . — — = = 
E 5 ee Ge E: E ER 
Ohne , SC ATA de — Së K = — 





Versuch 29. 


0,4 g Meerschweinchenmuskel, sofort nach dem Tode entnommen, dreimal 
15 Minuten ausgewaschen. 


8 mg Insulin, trocken . . . . . . | — | u | == em 
4 ” n A... + * * ° i — f = Es, Kë 
2.5 = D ARNG — == | Se — 
Ohne Ç » Gg = = = 
> = ge, A 257 Eé — — | — — 
Versuch 30. 
0,4 g Meerschweinchenmuskel vom Rücken. 5 Stunden post mortem. 
Dreimal 15 Minuten gewaschen. 
16 mg Insulin, trocken . . ..... + ++ | +++ 
8, EEE EE" + Ar A Wi 
4 n Ar. * * ° | + + + + + NEE 
Ohne Š S N e a dech — | — 
» e 3 — l eeh | — 
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Versuch 31. 
0,4 g Meerschweinchenmuskel vom Rücken, normale Ernährung; gleich 
nach dem Tode entnommen. Dreimal ausgewaschen. 

















T Nach k Nach Nach Nach Nach 

_ Zussatz von _ | 10 Min. | 30 Min. | 60 Min. 90 Min. u | I 120 Min. I 
8 mg Insulin, trocken . . = — + ++ | +++ 
4, n n en = == T als s sa 
2 ” ” ` — Ke wo + + + 
1 , 2 = ae $ — — — + 
Ohne 5 > Lo — — -- | + ++ 

n n 5 a3 = | ER | T Ss + 

Versuch 32 


0,4g Meerschweinchenmuskel, normale Ernährung, vom Bauchmuskel 
entnommen. 3 Stunden post mortem. Dreimal ausgewaschen. 


8 mg Insulin, trocken .. — + ++ | +++ 

í, n » d = + So I re: rt 

2 , $ s = F SEN, A 

l , ” n == u: ER = SS 

Ohne , j — — == =7 Sa 
Versuch 33 


0,4 g Schenkelmuskel vom Meerschweinchen, normale Ernáhrung. 5 Stunden 
post mortem. Dreimal 15 Minuten gewaschen. 


8 mg Insulin, trocken . . — + Y es BE | 

2. S 5 — — Fe Sr 

l , n ” ge Ka WE | AS 

Ohne $ n => ==> Zu] Kee E 
Versuch 34. 


0,4 g Meerschweinchenmuskel. 3 Stunden post mortem entnommen. Dreimal 
15 Minuten ausgewaschen. 








8 mg Insulin, trocken . .. — | + | ++ sss 

a » n Pa Së: s E SS FF 
Ze e n E AG + ++ 
Gg 2 ú Ge E | Ge zy + 
Ohne , i sm a Go e Wes a 
0,8 cem Huglandol EEN — y ` Ni Sá dE SE 
04 , n ee == | = Leg SR SE 
02 , ; E DE | Së ES x Ei Ke 
Ohne o SE Zb — | — Së SE | = 

Versuch 35. 


0.4 g Meerschweinchenmuskel, sofort post mortem entnommen. Viermal 
15 Minuten ausgewaschen. 


8 mg Insulin, trocken . .|  — | En | ++ | +++ 

4, n » SS + See | SE rt 
2, n » m= Mee + IE p Fr 
1 n ” ” ES Ñ == | + | + | + 

Ohne e == — | — o — 
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Es läßt sich aus den eben angeführten Versuchen folgendes ent- 
nehmen. Im gewaschenen Meerschweinchenmuskel erfolgt ohne jeden 
Zusatz keine Einwirkung auf das Methylenblau, d.h. eine Dehydrase 
wird nicht wirksam, weil entweder ein Aktivator fehlt oder aber ein 
Substrat, d.h. etwa noch vorhandene Reste von Milchsäure, auf die 
die Dehydrase wirken könnte. Anders liegen die Verhältnisse, sobald 
man 0,3 m/10 bernsteinsaures Na hinzufügt: es wird eine Dehydrase- 
wirkung durch Entfärbung des Metbylenblaus zustande kommen. Das 
gleiche Phänomen tritt auch ein durch Hinzufügen einer äquimole- 
krlaren Menge von Milchsáure oder d-Fructosediphosphorsäure (vgl. 
z. B. Versuch 10). Setzt man nun zur gewaschenen Muskulatur Insulin 
hinzu, so tritt in der Mehrzahl der Versuche, und zwar ansteigend mit 
der Menge des zugesetzten Insulins, eine Dehydrasewirkung auf (siehe 
Versuche 11, 13, 14, 15, 17, 18, 20, 21, 22b, 23b, 24, 26, 30, 32, 33. 
34, 35). Die Zahl der Versuche ist derart groß, die Wirkung dabei mit 
der Konzentration so ansteigend, daß es keinem Zweifel unterliegen kann, 
daß das Insulin ein Aktivator der Milchsäuredehydrase der Muskulatur 
ist. Dieser Nachweis läßt sich zweifelsfrei allerdings nur an der aus- 
gewaschenen Muskulatur führen. 


Daß das Insulin mitunter in seiner aktivierenden Eigenschaft 
nicht nachweisbar wird, zeigen die Versuche 16, 27, 28b, 29. Diese 
Versuche fallen aber gegenüber den positiven Versuchen nicht ins 
Gewicht. Die aktivierende Eigenschaft auf die Milchsäuredehydrase 
kommt allen von uns untersuchten Insulinen zu, und zwar den Prä- 
paraten Schering, Kahlbaum, Burrough und Welcome, Brand, Booth, 
Iluglandol. Wir dürfen damit annehmen, daß das wirksame Insulin- 
prinzip auch gleichzeitig das aktivierende Prinzip für die Muskeldehy- 
drasen ist. 


Nicht unerwähnt soll bleiben, daß mitunter das Insulin die Dehy- 
drase auch zu hemmen in der Lage ist; eine geringe Hemmung wurde 
zweimal im Hunger (Versuch 22 und 24), allerdings am ungewaschenen 
Muskel, einmal bei normaler Ernährung (Versuch 33) konstatiert. Nach 
Auswaschen des Muskels trat aber stets die aktivierende Wirkung des 
Insulins auf die Dehydrasen zutage. 

Damit dürfen wir schließen, daß das Insulin eine die Melchsäure- 
dehydrase aktivierende Rolle am gewaschenen Muskel zeigt, während am 
ungewaschenen Muskel (z. B. im Hunger) eine hemmende Wirkung 
beobachtet werden konnte. 

Es war nun von Bedeutung zu erfahren, wie sich der in vivo 
insulinisierte Muskel post mortem verhält. 

Wir haben zur Beantwortung dieser Frage eine Reihe von Ver- 
suchen angestellt. 
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Versuch 43. 
0,4 g Muskel eines Meerschweinchens. 

u z Ñ | Nach | Nach | Nach | Nach 

Zusatz von | 10 Min. | 30 Min. | %Min. 120 Min. 

a) Unausgewaschen. 
0,3cem m/l0 Galaktose. . . . . . | + ++ | +++ 
03 , m/l0 Glucose ...... | + ++ l ++H+ 
03 , m/10 d-fruetosediphosphor- | | 
saures Na... . . . . . . . S PR 
0,3cem Insulin ......... | + | + ++ + + + 
03 , m/10 d- Fructose ren ++ | +++ 
Kontrolle . . » 2 2 2 220. ... +++ y 
b) Viermal 15 Minuten ausgewaschen. 

0,3ccom m/10 Galaktose . . . . . S — — | — | — 
03 IO a as — | — — ll — 
03 „ m/l0 Glucose ...... RÁ — —  — 
03 „ m/l0 SS e 2 3 — ` — — ` — 
03 , m/10 d- Fructose de AS — + | Fr zu 
0.3 Insulin .. . E s — | (+) 1 ++ | A 
Kontrolle . . ... EE | — — 


Versuch 40. 


0,4g Muskulatur eines 48-Stunden-Hungermeerschweinchens nicht aus- 
gewaschen. 

















3 l Nacb Nach Nach I Nach 
Zusatz von ` 10 Min. 30 Min. 60 Min. 90 Min. 


: Dih | aiin | 
| i | | 

| 

x 


Nach 
120 Min. 





0,3 m/10 Galaktose . . . —  — === = 
0,3m/10 Glucose . + . . — — | = — 
0,3 m/10 d-Fructose. . . ` — | — | == Se 
0,3 m/10 d-fructose- | | | 
diphosphorsaures Na — | ++  ++-+ 
0,3 m/10 Benzaldehyd . . | — | — Ce 
0,3 m/10 brenztrauben- | 
saures Na, .| — — — — E 
Kontrolle . . 2.2.2... Ee = = | =: 











Versuch 41. 


48stündiger Hunger mit Insulin (20 Einheiten). Behandlung 2 Stunden 
ante exitum, 0,4 g Muskel (nicht ausgewaschen). 


0,3m/10 Galaktose . . . | — | — | + tep 4 see 
0,3 m/10 Glucose ...." — ' — | + Sack Soe 
0,3 m/10 8-Glucose . . .. — — — == = 
03m/10Glycerin. ...Y —  — _  — — — 
0,3 m:'10 Benzaldehyd. ./ — | —_ — = | SS 
0,3 m/10 brenztrauben- | | 

saures Na . . . . . | | Ke eech en 
0,4ccem Insulin . . . . .  — — + F GE 
0,3 m/10 d-Fructose. . .:  — — + + 
Kontrolle ..... ..]J  — 00 — | — | — 
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Versuch 42. 
Der gleiche Versuch, indessen der Muskel dreifach 
ausgewaschen. 
u | Nach Nach Nach Nach Nach 
een. | E, de - DMa e 
0,3 cem m/10 Galaktose . — + Ti EE 
03 , m/10 = (+) ++ | +++ 
0,3 , m/l0 Glucose. .| — Pe EA 
03 „ m/l0 | = ++ +++ 
0,3 „ m/10 d-Fructose Io E 
0,3 , m/l0 | + +++ 
03 „ E B- Glucose . | — + Si Da 
03 „ m/l0 » = Së + ++ 
Kontrolle . .. 2... Sch ee ës. J | SE së 
Versuch 38. 
0,4 g Meerschweinchen; normale Ernährung. Viermal 15 Minuten aus- 
gewaschen. 
0,3 ccm n/10 Galaktose — | — — Ss dE 
0,3 „ n/10 Glucose — | — Se === En 
0,3 , n/10d-Fructose . ; — | es E bach = ° 
0,3 „ n/10 Benzaldehyd = C ms. U S= > SS 
Kontrole ....... — ee, e yz En > 
Versuch 39. 


0,4g Meerschweinchenmuskel. 


a) Nicht ausgewaschen. 
15 Stunden Hunger. Insulininjektion (20 Einheiten) 


in vivo. 

0,3n/10 Galaktose . . .|  — | Sege o E db Zr 
0,3 nj10 T — — , (+) (+) desi 
on Glucose Ba, S= dee | (+) x "a Ha 
0,3 n10 y... — i (+) (+) + =- + 
0,3 ccm Insulin . . . . .. — (+) | (+) E — + 
0,3 š e ` GE a Saa — ! (+) (+) + ql 
Ohne Zusatz. . . + ., . LA. 

š ge yan Sa m s. 

a ne val re + + + | 


b) 0,4 g Muskel. 


Viermal 15 Minuten ausgewaschen. 
0,3 n/10 Galaktose . . . | 
0,3n/10 Glucose . . . . f 
0,3 n/10 d-Fructose . . ., 
0,3 n/10 Glycerin . . . . 
0,3 n/10 Bezaldehyd. | 
Kontrolle . . . .... 1 | 


E Wär 


(AA 


SPREA 
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Versuch 36. 


0,4 g Meerschweinchenmuskel, von einem 48-Stunden-Hungertier, das durch 
20 Einheiten Insulin hypoglykámisch geworden ist (viermal 15 Minuten 











gewaschen). 
Z | Nach Nach | Nach | Nach | Nach 
safi- von 20 Min. | 30Min. | 60 Min. | 90 Min. 120 Min. 
Se? SE - GE SE iS m Be ae 
0,3 cem Wasser . . . Bi — | = | = N a Sa 
03 , $ .... — | — Ey Wb 2 SS 
0,3 , m/l0 Galaktose . + Te abf ie 
0,3 ” m/l0a- f- Glucose | — | si | + x + ek 
03 , m/l0 -Glucose. i;i — i — | = Bi D 
0,3 , m/10 d-Fruktose ` — = Sab eE 
03 „ m/10 Glycerin + p A 
0,3 „ m/10 Brenz- | 
traubensáure . ..  — + + ` ++ +++ 
0,3 eem m/l0Benzaldehyd! — db x la e de 
0,3 , m/10 d-Fruktose- ` | x 
diphosphorsáure . .' + is dnd 
0,4 cem Insulin. . . + . + x Sek | Pto / | 
Eo, CSN EE E ++ +++ | 
Versuch 37. 


a) 0,4 g Meerschweinchenmuskel. 24 Stunden Hunger. 2 Stunden ante 
mortem. 20 Einheiten Insulin. Hypoglykámie. Muskel viermal 15 Minuten 


ausgewaschen. 
0,3 ccm n/10 Galaktose . ++ | ++ | a 2 Edo Fre 
03 „ n;l0 Glucose . . + ++ er, a tel Bam NER 
0,3 „ njl0 Glycerin . u = a SE ee 
03 , n/l0Benzaldehyd ` — e, l s ger? ge ` E 
03 , n/10d-Fructose.  — == Eo a di dE 
04 „ Insulin. . . . . m E p © ae j 





b) 0,4 g Meerschweinchenmuskel. 10 Stunden Hunger. Hypoglykämischer 
Komplex. Viermal ausgewaschen ¡e 15 Minuten. 


0,3 cem n/10 Galaktose . | | 

0,3 „n/lO Traubenzucker | 

03 „ n/10 Glycerin . | | 
0,3 , njl0 Benzaldehyd | | 
Kontrolle . ...... | | | 


| 
| 

Versuch 43 zeigt zunächst, daß ein normaler, nicht au;gewaschener 
Muskel unter gleichen Versuchsbedingungen ohne jeden Zusatz eine 
Dehydrase zeigt, die durch Galaktose, Glucose, d-Fructosediphosphor- 
säure, d-Fructose und Insulin wie ohne jeden Zusatz wirkt und die 
man zugleich als Milchsäuredehydrase ansprechen darf, daß aber nach 
Auswaschen derselbe Muskel nur noch auf d-Fructose und Insulin hin 
diese Dehydrase aufzeigt. Das 48stündige Hungertier (Versuch 40) 
zeigt nun ohne Auswaschen hereits eine fehlende Dehydrase bis auf 
den Versuch mit der d-Fructosediphosphorsäure. Vergleicht man aber 
zu diesen beiden Versuchen zunächst die Versuchsreihe 41 und 42, so 
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nimmt trotz Auswaschens die Dehydrasewirkung zu. Eine gleiche 
Erscheinung bieten Versuch 36 und 37a. Andererseits zeigen wieder 
Versuch 39a und b und 37b bei einem insulinisierten Tiere sogar Hem- 
mung bzw. ganz ähnliche Verhältnisse wie Versuch 43a und b (normale 
Ernährung), so daß man in dem Urteil vorsichtiger wird. Immerhin bleibt 
es aber doch eine auffällige Erscheinung, daß gerade beim insulinisierten 
Tiere in vivo der ausgewaschene Muskel eine Dehydrasewirkung gegen- 
über Galaktose, Glucose, d-Fructose, d-Fructosediphosphorsäure, Benz- 
aldehyd zeigt, wobei es dahingestellt bleiben muß, ob diese Körper als 
Aktivatoren wirken oder selbst Substrat der Dehydrase sind, die durch 
das Insulin in vivo aktiviert ist, was wahrscheinlicher ist. 


Studien über intermediáren Kohlenhydratumsatz 
(Brugsch und Horsters). 


XV. Mitteilung: 
Über Muskeldehydrasen. 


Von 
š Yataka Harada. 
(Eingegangen am 10. August 1925.) 


Im folgenden wurde der Versuch unternommen, den Einfluß ver- 
schiedener Konzentrationen von Milchsäure, Bernsteinsäure und Äpfel- 
säure auf die Muskeldehydrasen festzustellen. Bekanntlich ist durch 
die Untersuchungen von Batelli und Stern!) gezeigt worden, daß der 
Muskel, ja eigentlich jedes Gewebe, Bernsteinsäure in Äpfelsäure um- 
wandelt; v. Szent-Györgyi?) hat sich sodann eingehend mit der Frage 
des Mechanismus der Oxydation der Bernsteinsäure beschäftigt und 
— in Erweiterung der Befunde Einbecks?) — mit dem Ergebnis, daß der 
biologische Oxydationsmechanismus gegenüber der Bernsteinsäure ein 
doppelter ist, indem eine Dehydrase (im Sinne Wielands) den Wasserstoff 
abspaltet, während durch einen Prozeß im Sinne Warburgs der 
molekulare Sauerstoff aktiviert wird. Sodann hat o Szent-Györgyi’) 
weiter zeigen können, daß das Oxydationssystem der Milchsäure im 
Muskelgewebe aus einem relativ unlöslichen Teil, der hochaktiven 
Dehydrase und möglicherweise aus einem Sauerstoffaktivator besteht, 
während der lósliche Teil ein koktostabiles ‚Coferment“ ist. 

Daß dieses Coferment auch durch Insulin ersetzbar ist, hat die 
vorige Mitteilung von Narita ergeben. Weiter haben Versuche von 
Narita ergeben, daß bei der Leberdurchblutung Bernsteinsäure in 
Milchsäure übergeht, wobei nach der Feststellung von Batelli und 
Stern als Zwischenprodukt Äpfelsäure [bzw. Fumarsäure (Einbeck)] an- 
genommen werden muß. Und schließlich haben noch unveröffentlichte 


1) Diese Zeitschr. 80, 172, 1910. 
2) Ebendaselbst 150, 196, 1924. 
3) H.S. 90, 301, 1914. 

1) Diese Zeitschr. 157, 50, 1925. 
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Untersuchungen von Brugsch und Horsters ergeben, daß die Lebe 
Apfelsáure durch CO,-Abspaltung in Milchsäure überzuführen vermy. 
Ob dieser Vorgang durch die Muskulatur ebenfalls gelingt, ist eine Frage, 
die zurzeit von den Autoren untersucht wird, aber noch nicht ab- 
geschlossen ist. 

Es kann also das Problem nach dem derzeitigen Stande unserer 
Kenntnisse so dargestellt werden, daß der Muskel Bernsteinsäure übe 
Fumarsäure in Äpfelsäure oxydiert; diese Oxydation kann durch den 
Methylenblauversuch aufgezeigt werden, der die Dehydrasewirkung 
demonstriert. Durch CO,-Abspaltung müßte sodann die entstehende 
Äpfelsäure weiter in die Milchsáure übergeführt werden, welche ihrer- 
seits durch eine Dehydrase oxydiert wird. 

Um nun in bezug auf das Ausmaß der Oxydation von Bernstein- 
säure, Milchsäure und eventuell einer aus Äpfelsäure durch CO,-Ab- 
spaltung entstehenden Milchsäure quantitative Vorstellungen zu ge 
winnen, haben wir Methylenblauversuche im Thunbergschen Röhrchen 
angestellt unter Zusatz jeweils abgestufter Mengen von Milchsiure, 
Bernsteinsáure, Äpfelsäure, unter Berücksichtigung eines eventuell 
vorhandenen Coferments, das durch Waschen aus dem zerkleinerten 
Muskel entfernt werden kann. 

Die Methodik ist die gleiche, wie sie in der Arbeit von Narita zur 
Anwendung kam (siehe Mitteilung XIII, Narita, dieses Heft). 


Versuch la. 


0.4 g Meerschweinchenmuskel (nicht gewaschen) + 1,5 ccm 1 proz. Phosphst 
(Pg 7,0) + 0,2 cem Methylenblaulósung (1: 500) + 0,3 cem Milchsáure mit 
wechselnder Konzentration. 








Zeit x 2 mol. Lactat | 1 mol. Lactat ` m;2 Lectet Se Lactat ` š au Lactat 10% Wasser 








A 2 == —  — Ren S — — 


IN | — (+) + + + = 
30 | + + ++ | ++ ++ + 
45 ge T Ir tea REE T 
60) ++ + Entfärbung  Entfárbuny +++ Fr 
90 ++ ++ ' Entfärbung PE 
120 ++ | ++ | ++ 


+ schwache, ++ mittlere, +++ stärkere Entfärbung. 


Versuch 1b. 
Gleiche Anordnung, indessen ist der Muskel viermal je 15 Minuten gewaschen, 
die Methylenblaulösung 1: 5000. 


los = e Ap SR e e — E 
wM O cade Ad A. =s == E 
45 Entfárbuny Ä ++ Ge | al ES | == 
60 FAR ı + (+) — = 
90 Entfárbung | ++ (+) = | = 
120 +++ (+) =. See 
` Entfärbung | (+) SE = 

| (+) — e 
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Dieser Versuch 1 läßt sich so ausdeuten, daß der ungewaschene 
normale Muskel bei einer Konzentration von m/5 bis m/2 Lactatlósung 
die stärkste Milchsäuredehydrase zeigt, während der gewaschene 
Muskel erst auf höhere Konzentrationen (1 mol. bis 2 mol. Lactat) eine 
gleiche Dehydrasewirkung zeigt. Man hat so den Eindruck, daß das 
Auswaschen der Milchsäure beim Muskel (was durch Auswaschen des 
Muskels erfolgt, wie z. B. die Untersuchungen von Brugsch, Horsiers 
und J. Vorschütz, dieses Heft, Mitteilung XII zeigen) die Ursache sei, 
daß erst eine höhere Milchsäurekonzentration die Dehydrasewirkung 
auslöst; andererseits ist aber auch die Deutung nicht abzuweisen, daß 
das Auswaschen durch einen Verlust von Coferment die Empfind- 
lichkeit der Milchsäuredehydrase herabsetzt. Zugunsten einer solchen 
Annahme sprechen die Befunde von v. Szent-Györgyi über das 
Coferment der Milchsäurehydrase und die Ergebnisse der Arbeit von 
Narita, die zeigen, daß das Insulin die Milchsäurehydrase aktiviert. 
Man darf sodann bei dem Vergleich des Versuchs a und b nicht ver- 
gessen, daß die Methylenblauverdünnung in b zehnfach so groß ist, 
so daß das effektive Ausmaß der Milohsäureoxydation in Versuch b 
ein zehnfach kleineres ist. Auch das spricht zugunsten der Annahme, 
daß wir die Verschiebung von b gegen a hinsichtlich der Milchsäure- 
dehydrase nur einem Cofermentmangel und nicht eigentlichen Milch- 
säuredifferenzen im Muskel zuschreiben dürfen. 


Versuch 2. 


0.4 g Meerschweinchenmuskel. 1,5ccm Iproz. Phosphatlósung (py = 7). 
0,3 cem Milchsäure von wechselnder Konzentration. Methylenblau 1 : 500. 


a) E eege 























Zeit | 2 mol. Lactat | 1 mol. Lactat |» mi? Lactat | 9 Lactat | Wasser 
8 II ++ | ++ EEGEN 

GE ++ +} | ++ | + 

45 + tee ¡da aaee Qp 
60 An +++ Entfärbung | Fntfärbung ++ 
6 ++ +++ | ++ 
ONE EE EE +++ 
5 ++ +++ | +++ 


+ schwache, ++ mäßige, ++ + stärkere Entfärbung. 


b) Gleicher Versuch. Muskulatur viermal 15 Minuten gewaschen. 
Methylenblauverdünnung 1: 5000. 





15° E Gr ` "E (a) o 
30 +++ | + + ee d e 
45 Entfärbung +++ ++ | + | == 
60 Entfärbung + + + + | — 
13 Fe, 4 + — 
105  Entgrbung | + — 
Ion | | Er | (+) 
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Das Resultat im Versuch 2 ist das gleiche wie im Versuch 1. Ver- 
schiebung des Optimums der Milchsáuredehydrasewirkung von m/2 bis 
m/10 Lactat auf 1 bis 2 mol. Lactat durch Auswaschung bei quantitativ 
zehnfach herabgesetzter Wirkung. Man darf die Erfahrung aus den 
Versuchen 1 und 2 etwa dahin zusammenfassen: 

Durch Mangel an Coferment wird die Empfindlichkeit der Milch- 
säuredehydrase stark herabgesetzt; höhere Lactatkonzentrationen wirken 
aktivierend. 

Daß dieser Vorgang ein gesetzmäßiger ist, bestätigt ein dritter 
Versuch, in dem wiederum das Maximum der Milchsäuredehydrase 
am ungewaschenen Muskel bei m/2 bis m/10 Lactat liegt, beim ge- 
waschenen Muskel bei 1 bis 2 mol. Lactat. 


Versuch 3. 

0,4 g Meerschweinchenmuskel. 1,5 ccm 1proz. Phosphat (py 7,0). 0,3 cem 
Milchsáure (Konzentration wechselnd). 0,2ccm Methylenblau (Kon- 
zentration 1: 500). 

a) all 














Zeit BE 2 mol. Lactat | 1 mol. |. Lactat el m/2 Lactat TI m/5 Lactat i m, x10 0 Lactat |! Kontrolle 
5 ° + + + ú E f ee | + 

30 ++ + , ++ 4+ LA 

6 arr, ttt | ttt) zt ++ 
6 ++ de Ser geck a bas A 
5 | ++ ++ — Enttárbung | Entfärbung | Entfärbung ++ 
a +++ b +++ | +++ 
de Mapa | s opa EE 





+ schwache, ++ mäßige, + + + mittlere Entfirbung. 


b) (iewaschen (viermal 15 Minuten). Methylenblau (Konzentration 1 : 5000). 





l. vw Br T Ser F | + T — 
a ll +++ | +++ er + x + = 
45 ` ` Entfärbung | Entfárbung ++ | = + SR 
60 | | ea | | Dë 
15 ` x ‚ Enttarbung | Ri + a ++ | de 
105 | | ege d we + 
145 | Entfärbung | + + + 


Wir haben nun in gleicher Weise Versuche mit der Bernstein- 
säure durchgeführt und führen als Belag einen Versuch (Versuch 4) 
hier an. 


Intermediárer Kohlenhydratumsatz. XV. 270 


Versuche mit Bernsteinsáure. 
Versuch 4. 

0,4 g Meerschweinchenmuskel. Leem lproz. Phosphat (pj = 7,0). 
0,3 cem bernsteinsaures Na von wechselnder Konzentration. Methylenblau 
0,2 cem (1: 500). 

a) Ungewaschen. 


| 























Zeit 12 mol. Succ. f 1 mol Succ. | m/2 Succ. |! m/5 Suce. | REH Wasser 
<SəTIT  S:sƏ + ` + + NEE GE 
2 + + ++ | +++ tt F 
45 | ++ ++ +++ Entfárbung Entfärbung - + 
60 +f ++ ++ | ++ 
75 + + o +++ Entfárbung +++ 
105 ; +++ Entfärbung Entfärbung 


145 . Entfärbung ` 
+ schwache, ++ mäßige, + ++ mittlere Entfärbung. 


b) Muskel gewaschen, viermal 15 Minuten lang. Methylenblau in gleicher 


Konzentration. I 
15 — | u | ek | St + == 
30 ++ |! ++ oy ++ ++ Eo = 
35 FER | EE | 444, sr 0 4 — 
6)  Entfäbung +++ +++ +++ it 
75 Entfärbung | Entfärbung | Entfarbung +++ 22 
105 ` | Entfárbung | T 
ua ` | | | x t 


Hier ist eine Verschiebung im Versuch b zwar auch gegenüber a 
vorhanden, indessen durchaus nicht so charakteristisch wie bei der 
Milchsáure; ja man kann sagen, da in a und b die Methylenblaumengen 
die gleichen sind, daß trotz Auswaschens und damit bedingten Co- 
fermentmangels die Bernsteinsäure fast die gleiche intensive Dehydrase- 
wirkung auslöst wie im nicht ausgewaschenen Muskel. Das gleiche 
Ergebnis hatten drei weitere Versuchsreihen, von deren Ausführung 
wir hier absehen wollen. 

Wir führten nunmehr die gleichen Versuche mit der Äpfelsäure 
durch. 

Versuche mit Äpfelsäure. 
Versuch 5. 


0,4 g Meerschweinchenmuskel. 1,5 ccm 1proz. Phosphat (py 7,0). 0,3 cem 

äpfelsaures Na in verschiedener Konzentration. 0,2ccm Methylenblau 
(1: 500). 

a) Nicht gewaschen. 








Zeit l mol | m/2 | m/5 | m/10 | ess 
GE EE EE 
FL +++ +++ |! +++ 
45 | — + | LL | Entfärbung Entfärbung 
60 + + +++ 

BEI +o +++ 

106. e Eë E 
eo L 





Eh 
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b) Gewaschen (1 Stunde lang). 0,2ccm Methylenblau (1 : 5000). 

















Sa bel me | am | am (ges 
15' | ai | + + + | = 
30 ı- + + + + 
a ee + + + 
6  — + toi +£ $ 
75 — + + £ cb 
105 ` — | + + + 4 
145 | — je ee k gë 


Das Resultat ist, daß die Äpfelsäure beim ungewaschenen wie 
beim gewaschenen Muskel schon von m/5 Konzentration ab nach auf- 
wärts zunehmend eine Hemmung entfaltet. Sie aktiviert also nicht 
nur nicht die Dehydrase, sondern sie hemmt sie. Würde der Muskel 
die Fähigkeit besitzen, durch CO,-Abspaltung die Äpfelsäure zu Milch- 
säure zu verwandeln, so würde unzweifelhaft de entstehende Milchsäure 
in den höheren Konzentrationen die Dehydrasewirkung steigern und 
nicht hemmen. 

Wir führen hier noch einige Versuche an, die ganz gleichsinnig 
verlaufen. 

Versuch 6a und 6b, 7a und Tb. 
0,4g Meerschweinchenmuskel. 0,3 cem ápfelsaures Na von wechselnder 

Konzentration. 1,5 cem Phosphat. 0,2 cem Methylenblau 1: 500. 

a) Ungewaschen. 








I 











Zeit ` 1mol. | m2 | m/5 x m/10 | Wasser i 
w j= |+ + x Geck x ++ 
30 ce SE SE Geen Sek 
45 x SS EE ++ To ++ 
60 | = x ++ | ++ +++ 
75 + ` + | +-+ +++ | Entfárbung 
105 x + x ie. Rob aee 
145 | + | ++] +++ | Entfirbung 

b) Gewaschen (1 Stunde lang). 0,2 eem Methylenblau 1 : 5000. 
15' == ZE = es. 2 sei 
30 — SÉ E x + SS 
15 | — x t g E Ë 
Dk: ses e Ë E +L 
15 Ser pss ck SE me. Sp 

105 x — £ + tooo +£ 

Im |— £ + E + 
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a) Ungewaschen. 
Zeit 2 mol. (ed ` ai | ms ei | Kontrolle 
e LA EE to. ++ ++ + 
30 FET EE De ee A EE Fr + 
45 Entfärbung Entfärbung ‚ Entfärbung Entfärbung Entfärbung + + + 
60 ` Entfarbunp 
75 
105 
145 
b) Gewaschen (1 Stunde lang). 0,2 cem Methvlenblau 1: 500. 
1 5 a = | Sb T | T Ss 
30 SE + SE EAS Zu: =a 
565 o +£ | ++ +++ | +++ — 
60 — + + + +--+ Entfárbung ` — 
15 — de | ++ Entfarbung | | == 
105 — | +  Entfarbung — 
145 SS | Gs | | =i 


Hier zeigt sich in den Versuchen 6a, 6b, 7b sehr deutlich die die 
Dehydrsse hemmende Wirkung der Äpfelsäure, die besonders in den 
Konzentrationen 1 bis 2 mol. hervortritt. 

Schließlich haben wir die Frage zu beantworten versucht, ob 
auch der Trockenmuskel noch eine Dehydrase besitzt; als Trocken- 
muskelpräparat wurde das Präparat benutzt, was Brugsch, Cahen und 
Horsters zu ihren Studien über Phosphatasen (siehe Mitteilung XI, 


dieses Heft) verwandt hatten. 


Versuch 4. 


0,1 £ Trockenmuskel. 1.5 ccm Phosphat (py = 7). 0,2 cem Methylenblau 
(konz. 1:5000) 0,3cem Lactat (m’5 und m/10), oder 0,3 cem bernstein- 
saures Na (m/5 und m/10), oder 0,3 cem äpfelsaures Na (m/5 und m/10). 














Zeit Wiener Dr. Kontrolle: 
m5! min: Wasser 
159: — | a s 
30. — El + 
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60° + ++, + 
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a nt 








Dieser Versuch, 


Bemsteinsäure 
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dessen Konstanz sich in den drei 


Apfelsäure 


m5 | mjl0 








Fer T 


' Kontrolle: 
| Wasser 





zeitlich un- 


abhängig voneinander gemachten Kontrollversuchen kennzeichnet, 
gestattet einen Vergleich der Milchsäuredehydrase und Bernsteinsáure- 


dehydrase einerseits, 


Äpfelsäure auf die Dehydrase. 


andererseits ein Urteil über die Wirkung der 
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Danach wird die Dehydrase gegenüber der Milchsáure oder der 
Bernsteinsáure durch die Trocknung des Muskels nicht vernichtet. Ja 
es zeigt sich wie beim ungewaschenen Muskel die stárkste Wirkung der 
Milchsáuredehydrase bei einer Konzentration von m/l0, die stárkste 
Wirkung der Bernsteinsáuredehydrase auch bei einer Wirkung von 
m/5 Bernsteinsäure. Danach scheinen Milchsáure- und Bernsteinsáure- 
dehydrase nicht identisch zu sein. Eine hemmende Wirkung auf dic 
Milchsäuredehydrase besitzt auch am Trockenmuskel die Apfelsáure. 
und zwar schon von der Konzentration m/10 ab. 


Zusammenfassend kann man sagen: Am frischen Muskel besitzt 
die Milchsäuredehydrase ihr Optimum bei einer Milchsäurekonzentration 
von m/10 bis m/2 Lactat. Die (durch Auswaschen) cofermentarme 
Muskulatur wird durch höhere Konzentrationen der Milchsäure von 
l bis 2 mol. aktiviert. Die Bernsteinsäuredehydrase zeigt zwar auch 
in niederen Konzentrationen ihr Optimum (zwischen 1 mol. bis m 10. 
wird aber durch Auswaschen wenig alteriert und durch höhere Bernstein- 
säurekonzentrationen nicht beeinflußt. Die Äpfelsäure hemmt die 
Milchsáuredehydrase. Der Trockenmuskel (der nicht mehr atmet!) 
besitzt noch eine Bernsteinsäuredehydrase und Milchsäuredehydrase, 
die aber beide nicht identisch zu sein scheinen, da die Bernsteinsáure- 
dehydrase aktiver ist. Die Äpfelsäure hemmt auch im Trockenmuskel 
die Milchsáuredehydrase. Aus der hemmenden Wirkung der Äpfel- 
säure auf die Milchsäuredehydrase ist der Schluß naheliegend, daß der 
Muskel die Äpfelsäure nicht zu Milchsäure decarboxyliert. 


Einfluß des Lichtes auf den Alkaloidgehalt von Lupinus luteus L. 
Von | 
Th. Sabalitschka und C. Jungermann. 
(Aus dem pharmazeutischen Institut der Universität Berlin.) ` 


(Eingegangen am 10. August 1925.) 


In der vorhergehenden Mitteilung !) berichteten wir über die Ver- 
änderung des absoluten und prozentualen Alkaloidgehaltes der gelben 
Lupine während der Vegetation, und zwar sowohl des Alkaloidgehaltes 
der ganzen Pflanze wie auch ihrer Teile. Diese Versuche hatten wir 
ausgeführt, um der Bedeutung der Alkaloide für die Lupine näher zu 
kommen. Zu dem gleichen Zwecke prüften wir den Einfluß des Lichtes 
auf den Alkaloidgehalt der Lupine. 

l. Wir ließen Lupinensamen in einem stickstofffreien Keimbeet 
im Dunkeln keimen und stellten nach 2 Wochen ihren Alkaloidgehalt 
fest. Das Keimen geschah zur gleichen Zeit wie bei den früher mit- 
geteilten Versuchen und unter genau den gleichen Bedingungen, so daß 
die dort berichteten Ergebnisse zum Vergleich herangezogen werden 
können. Die verwendeten Samen enthielten 0,1063g Alkaloid in 
100 Stück oder 0,77 Proz. Nach dem Keimen im Dunkeln fanden wir 
in 100 Keimlingen 0,0784 g Alkaloid, während nach dem Keimen im 
Tageslicht 100 Keimlinge 0,0862 g Alkaloid enthielten. Obwohl wir 
bereits festgestellt haben 2), daß die Lupinen beim Keimen in einem 
nicht zu feuchten Keimbeet Alkaloide nicht nach außen abgeben, unter- 
suchten wir in gleicher Weise wie dort das Keimbeet auf Alkaloid. Wir 
konnten Alkaloid nicht in dem Keimbeet nachweisen. Daher läßt sich 
die Abnahme des Alkaloids nur durch einen Abbau oder Verbrauch 
desselben während der Keimung erklären. Da diese Abnahme aber im 
Dunkeln stärker war, muß im Dunkeln entweder noch mehr Alkaloid 
verbraucht oder der neben dem Abbau einhergehende Aufbau nicht 
im gleichen Maße wie im Tageslicht durchgeführt sein. 

Merlis 3) stellte durch Bestimmung des Gesamtstickstoffes in 
Lupinenkeimlingen fest, daß die Keimung nicht mit einem Stickstoff- 





I) Diese Zeitschr. 163, 445, 1925. 
2) Pharmaz. Zentralh. 66, 474 u. f., 1925. 
3) Landw. Versuchsst. 48, 419, 1897. 
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verlust verbunden ist. Die Eiweißstoffe nehmen zwar stark ab: es 
entstehen daraus hauptsächlich Asparagin, Aminosäuren und andere 
Zerfallsprodukte. Mit dieser Abnahme der Eiweißstoffe geht nach 
unseren Beobachtungen eine Abnahme des Alkaloids einher. 

Die Keimblätter und der junge Sproß der etiolierten Keimlinye 
enthielten ebensoviel Alkaloid als bei den im Lichte gekeimten Pflanzen ; 
weniger Alkaloid enthielten das Hypokotyl und die Wurzel. 

Der prozentuale Alkaloidgehalt war hier höher als bei den Samen; 
letztere hatten 0,77 Proz. enthalten; in der Trockensubstanz der Keim- 
linge fanden wir 0,85 Proz. Alkaloid, während die Trockensubstanz der 
im Lichte gekeimten Pflanzen nur 0,6 Proz. Alkaloid enthalten hatte. 
Der prozentuale Alkaloidgehalt war bei den Keimblättern, dem Spreo 
und dem Hypokotyl hier wesentlich höher als bei den im Lichte we- 
keimten Pflanzen. Dies ist auf die starke Verminderung der Pflanzen- 
substanz beim Keimen im Dunkeln zurückzuführen. 

2. Lupinenpflänzchen, die in gleicher Weise wie die zu dieser Unter- 
suchung benutzten Pflanzen im Dunkeln gekeimt hatten, brachten wir 
dann an das Tageslicht, wobei auch weiterhin durch die Versuchs- 
anordnung jede Stickstoffzufuhr ausgeschlossen wurde. Nach 14 Tagen 
entsprach das Aussehen der Pflanzen dem der gleichaltrigen, dauern. 
sich im Tageslicht befindenden. Ein Teil dieser Pflanzen wurde nun- 
mehr untersucht, ein anderer Teil zu dem nachstehenden Versuch 
benutzt. Bei dem 14 tägigen Einfluß des Lichtes war der Alkaloidgehalt 
der Pflanzen erheblich gestiegen, so daß er jetzt sogar den absoluten 
Alkaloidgehalt der normalen Pflanzen um 30 Proz. übertraf. Es war 
auch der prozentuale Alkaloidgehalt der Pflanze und ihrer einzelnen 
Teile bei den zuerst im Dunkeln sich befindenden Pflanzen durchweg 
höher als bei normalen Pflanzen, obwohl hier auch die Produktion von 
Pflanzenmaterial etwas stärker war als bei normalen Pflanzen. Durch 
Entzug des Lichtes und nachheriges Verbringen in Licht scheint die 
Produktion von Pflanzensubstanz, wie auch die von Alkaloid be- 
günstigt, „gereizt‘“ worden zu sein. 

Da eine Zufuhr von Stickstoff ausgeschlossen war, muß das Alkaloid 
auf Kosten anderer stickstoffhaltiger Substanzen, wahrscheinlich von 
Eiweiß entstanden sein. Daß Alkaloid aus dem Stickstoff anderer in 
der Pflanze enthaltenen Substanzen entstehen kann, also ohne Stick- 
stoffzufuhr von außen, beobachtete schon Kerbosch 1) am Mohnsamen. 
Er säte die Samen in stickstofffreiem Beet aus und fand nach 3, 6 und 
10 Tagen in den Keimlingen viel mehr Narkotin als in ungekeimten 
Samen. 


1) Kerbosch, Bildung und Verbreitung einiger Alkaloide in Papaver 
somniferum. Dissertation Leiden 1910. 
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3. Pflanzen, welche ebenso wie die zu vorherstehendem Versuch 
benutzten vorbehandelt waren, also zuerst zwei Wochen im Dunkeln 
gekeimt, dann 2 Wochen im Tageslicht gestanden hatten, wurden 
weitere 2 Wochen ins Dunkle gebracht, nachdem sie vorher aus dem 
stickstofffreien Beete in Gartenerde umgesetzt waren. Durch den 
14 tägigen Entzug des Lichtes wurden die Pflanzen, wie schon äußerlich 
sichtbar war, stark geschädigt, weit mehr, als durch den Lichtentzug 
während der Keimung. Bei dem Lichtentzug ging jetzt die absolute 
Alkaloidmenge sehr zurück; sie sank von 0,2035 g auf 0,1284 g in 100 
Pflanzen. Auch der prozentuale Alkaloidgehalt war nach dem l4tägigen 
Lichtentzug geringer als vorher, nämlich 0,94 gegen 1,2, obwohl gleich- 
zeitig auch ein Verlust an Pflanzensubstanz eingetreten war. Die Ver- 
minderung des Alkaloides war somit relativ größer als die an Pflanzen- 
substanz. Man kann daraus schließen, daß das Alkaloid im Dunkeln 
verbraucht oder abgebaut wurde, und daß der neben dem Abbau even- 
tuell einhergehende Aufbau mit dem Abbau nicht Schritt hielt. Der 
prozentuale Alkaloidgehalt übertraf aber immer noch den prozentualen 
Alkaloidgehalt normaler gleichaltriger Pflanzen; diese enthielten 
0,71 Proz., hier fanden wir 0,94 Proz. Alkaloid. Dies ist auf den 
erheblichen Verlust an Pflanzensubstanz während des Lichtentzuges 
zurückzuführen. ° 

4. 13 Wochen alte, bisher im Lichte sich befindende, gut entwickelte 
normale Pflanzen wurden eine Woche ins Halbdunkle gebracht. Der 
absolute Alkaloidgehalt war nach 14 Wochen ungefähr derselbe wie 
nach 13 Wochen; nach 13 Wochen enthielten 100 Pflanzen 0,587 g 
Alkaloid, nach 8tägigem Verweilen im Halbdunkel dann 0,600 g, 
während die im Tageslicht sich befindenden Pflanzen jetzt 0,800 g Alka- 
loid enthielten. Entweder wird im Halbdunkel Alkaloid nur in geringem 
Maße gebildet oder die Neubildung von Alkaloid übertrifft den Verbrauch 
und Abbau nur wenig. Der prozentuale Alkaloidgehalt ist höher als der 
gleichaltriger normaler Pflanzen, da er hier 0,9 gegen 0,82 bei normalen 
Pflanzen betrug. Diese Erhöhung des prozentualen Alkaloidgehaltes 
gegenüber normalen Pflanzen ist wieder durch die gegenüber normalen 
Pflanzen geringere Gewichtsmenge der Gesamtpflanzensubstanz zu 
erklären. | 

Stets hatte der Entzug des Lichtes eine Erniedrigung des absoluten 
Alkaloidgehaltes gegenüber normalen, im Tageslicht sich befindenden 
Pflanzen zur Folge. Es sank sogar während des Entzuges von Licht die 
Alkaloidmenge unter die in den Pflanzen vor dem Lichtentzuge vor- 
handene. Dies läßt sich darauf zurückführen, daß der Aufbau von 
Alkaloid bei Lichtentzug überhaupt nicht, nur in geringem Maße oder 
weniger als bei im Lichte sich befindenden Pflanzen stattfindet oder 
daß der Aufbau von Alkaloid bei Lichtenzug mit dem gleichzeitig ver- 

19* 
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laufenden Abbau nicht Schritt hält. Auch A. Müller!) schloß aus seinen 
Ermittlungen des prozentualen Alkaloidgehaltes von Papaver somni- 
ferum während der Vegetation auf einen Einfluß der Belichtung auf 
den Alkaloidgehalt; die von A. Müller für den prozentualen Alkaloid- 
gehalt gefundene Kurve war gleich der Kurve der jeweiligen Licht- 
intensität. Deshalb nimmt dieser Forscher an, daß die Menge des Alka- 
loids von der Witterung stark beeinflußt wird; während Sonnenschein 
die Alkaloidmenge außerordentlich begünstige, bewirke trübes Wetter 
einen raschen Abbau des Alkaloids. A. Müller stützt aber diese An- 
nahme nur auf die Ermittlung des jeweiligen prozentualen Alkaloid- 
gehaltes, so daß ihre Berechtigung nicht genügend erwiesen erscheint. 
Daß diese Annahme dennoch zutreffen dürfte, ergibt sich aus diesen 
von uns gemachten Beobachtungen über die Abhängigkeit des ab- 
soluten Alkaloidgehaltes von der Belichtung. Bei Papaver somniferum 
hat außer A. Müller noch Merck?), bei Nicotiana haben A. Stutzer und 
S.Goy°), ferner Ad. Meyer?) einen Einfluß der Beleuchtungsintensität 
auf den relativen Alkaloidgehalt festgestellt. 

Bei diesen Versuchen verhielt sich der prozentuale Alkaloidgehalt 
keineswegs immer gleich dem absoluten. Der absolute Alkaloidgehalt 
erfuhr nicht immer die gleiche Erniedrigung wie die übrige Pflanzen- 
substanz, so daß dadurch sogar eine Erhöhung des prozentualen Alkaloid- 
gehaltes gegenüber normalen Pflanzen bedingt wurde. Daraus ergibt 
sich, wie schon bei unseren früheren Versuchen, daß die alleinige Berück- 
sichtigung des prozentualen Alkaloidgehaltes zu Täuschungen führen 
muß. 

Die im Dunkeln gekeimten Pflanzen zeigten bei nachträglichem 
Verbringen in Tageslicht eine stärkere Produktion sowohl von Alkaloid 
wie auch von Gesamtpflanzensubstanz als normale, sich dauernd im 
Tageslichte befindende Pflanzen. Die Produktion von Alkaloid fand 
ohne Zufuhr von Stickstoff statt; der zur Alkaloidsynthese benötigte 
Stickstoff mußte von anderen stickstoffhaltigen Substanzen in der 
Pflanze herrühren. 


1. Versuch. 


Gleichzeitig mit den unlängst beschriebenen Versuchen zur Ermittlung 
des absoluten und prozentualen Alkaloidgehaltes von Lupinus luteus 
während der Vegetation®) wurden auch die für diese Versuche benötigten 


1) Arch. d. Pharm. 252, 289, 1914. 

2) Jahrb. d. Pharm. 88, 65, 1872; ref. Jahresber. d. Pharm., N. F. 7, 
192, 1872. 

3) Diese Zeitschr. 56, 220, 1913. 

1) Landw. Versuchsst. 38, 459, 1891. 

5) Diese Zeitschr. 163, 445, 1925. 
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Samen eingesetzt, damit ein Vergleich der bei den ersteren Untersuchungen 
erhaltenen Zahlen mit den Ergebnissen dieser Versuche móglich war. Von 
denselben Samen brachten wir eine zu den Versuchen genügende Anzahl 
ohne jede Vorquellung in stickstofffreien, geglühten reinen Seesand Kahl- 
baum, der mit destilliertem Wasser bis zur Krümelstruktur gleichmäßig 
benetzt war. Der Sand befand sich in einer Porzellanküvette in einer un- 
gefähr 5cm hohen Schicht. Während des Keimens der Samen wurde alle 
2 Tage mit destilliertem Wasser gegossen, so daß der Wassergehalt des 
Sandes ungefähr derselbe blieb. Die mit den Samen beschickte Küvette 
stellten wir in einem vollkommen dunklen Thermostaten bei 21° auf. Die 
unvermeidlichen Manipulationen, wie Gießen, Beobachtung der Keimzahl 
und des Wachstums nahmen wir nur bei schwachem roten Licht vor. Die 
Aussaat geschah am 18. März 1924; am 22. März waren 7 Proz., am 
24. März 28 Proz., am 26. März 45 Proz., am 28. März 80 Proz. und am 
2. April 82 Proz. Samen gekeimt. Am 24. März hatte der oberirdische Teil 
der Keimlinge eine Länge von 1 bis 5 em erreicht. Am 2. April entnahmen 
wir 70 Keimlinge zur Untersuchung. Die Keimlinge waren frei von Chloro- 
phyll, die farblosen Stiele waren 5 bis 10 cm lang, die Samenschalen erst 
bei wenigen abgefallen. Das Hypokotyl ist länger als bei normalen 
Hellkeimern; die Keimblätter sind fest und kräftiger als bei normalen 
Keimlingen; dagegen ist die Wurzel gegenüber normalen Pflanzen in der 
Entwicklung zurück. Die Pflanzen untersuchten wir gemäß den in 
unserer vorhergehenden Mitteilung gemachten Angaben. Die ver- 
wendeten Samen enthielten 0,77 Proz. Alkaloid oder in 100 Samen waren 
0.1063 g Alkaloid. j 


Tabelle I. 


Vegetationszeit 18. März bis 2. April 1924. Alter der Pflanzen 14 Tage. 
Keimung im Dunkeln. 





| | Trocken» | Gefundenes | Alkaloids Alkaloidgchalt 

















Pflanzenteil ı Frischgewicht | gewicht | Alkaloid | gehalt in 100 Pflanzen 
| e do oe | o e j P | g, 
AO u Te sr a ee > s 
Sproß . . . | 5,1984 | 0,4020 | 0,0076 ' 19 0.0109 
Stengel . . . 16,4186 0,9234 0,0106 ı 115 0,0152 
Keimblätter | 25,1972 2,6888 0,0306 , 114 į 0,0437 
Wurzel . . | 16,2282 1,4172 0,0060 0,42 | 0,086 
Schalen . . » 28028 | 1,1972 o o E 
Ganze Pflanzen ' 6585 | 6,5386 | 0,0548 | — 0,0784 


Bei unserer früher berichteten Untersuchung der im Lichte ge- 
keimten 14 Tage alten Pflanzen fanden wir im Sproß genau dieselbe, 
in den Keimblättern fast dieselbe Alkaloidmenge, so daß im Alkaloid- 
gehalt der normalen und etiolierten Sprosse und Keimblätter 14 Tage 
nach der Aussaat kein Unterschied besteht. Weniger Alkaloid enthielt 
das Hypokotyl der etiolierten Pflanzen, nämlich 0,0152 g gegen 0,219 g 
bei normalen Keimlingen. Das Hypokotyl ist bei den etiolierten Keim- 
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lingen lánger als bei normalen; trotzdem lieferten die Hypokotyle hier 
wesentlich weniger Trockensubstanz als bei normalen Keimlingen. 

Es seien die Größenverhältnisse normaler und etiolierter Keim- 
linge angegeben. 





Etiolierte 





| 























| Normale | 

Keimlinge | Keimlinge 
Oberirdischer Teil... 2... db coll: Te lO E 
Wurzel 2 43 Se + + a 510 , 3—6 , , 
Sproßteil über den Keimbláttern |0,5—1 , , |0,5—1 , 





In der an sich kleineren Wurzel war auch weniger Alkaloid ent- 
halten als in den Wurzeln normaler Keimlinge. Die Gesamtmenge 
Alkaloid in den ganzen Pflanzen blieb hinter dem Alkaloidgehalt nor- 
maler Keimlinge etwas zurück; wir fanden ihn bei letzteren gleich 
0,0862, hier gleich 0,0784. í 

Während die Samen ursprünglich 0,77 Proz. Alkaloid enthielten. 
fanden wir nunmehr 0,85 Proz. Alkaloid. Es könnte hier ebenso wie 
bei den früheren Versuchen bei alleiniger Berücksichtigung des prozen- 
tualen Alkaloidgehaltes eine Alkaloidzunahme vorgetäuscht werden, 
während tatsächlich eine Verminderung des absoluten Alkaloidgehaltes 
von 0,1063 g auf 0,0784 g eingetreten war. 


Die Prozentgehalte der einzelnen Teile sind gegenüber den Prozent- 
gehalten bei normalen Keimlingen höher. 

















| | Normal Etioliert I 
SproB o... . . .. 1,26 Proz. 19 Proz. 
Stengel ....... 0,89 115 , 
Keimblátter . . . .. 0,80 > 114 > 
Wurzen....... 040 , 042 „ 


Zum Teil kann dieser höhere Prozentgehalt auf den geringeren Betrag 
der Trockensubstanz zurückzuführen sein. In Wirklichkeit ist ja die ab- 
solute Alkaloidmenge hier geringer als bei den normalen Keimlingen. 


2. Versuch. 


Gleichzeitig mit dem ersten Versuch war eine andere Küvette in gleicher 
Weise mit Lupinensamen beschickt und in den dunklen Thermostaten 
gestellt worden. Die Keimlinge pflanzten wir am 2. April in Bechergläser, 
welche mit feuchtem, stickstofffreiem, ausgeglühtem Seesand gefüllt 
waren, um und stellten die Bechergläser im Warmhaus im Licht auf. 
Nach 14 Tagen, während welcher Zeit die Pflänzchen alle 2 Tage gegossen 
wurden, entsprachen die Keimlinge im Aussehen den ebenso alten, aber 
dauernd sich im Licht befindenden. Die Höhe betrug 10 bis 15 em, die 
Länge der Wurzel gleichfalls 10 bis 15 cm; die ersten Laubblattpaare waren 
gebildet; die Keimblätter sind lederartig, grün. Am 16. April entnahmen 
wir elf Pflanzen zur Untersuchung. 
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Tabelle LI. 


Vegetationszeit 18. März bis 16. April 1924. Alter der Pflanzen 4 Wochen. 
a im Dunkeln, dann Aufstellung der Pflanzen im Licht. 


























š ar Trocken | afundeñio | Alkaloids | Alkaloidgehalt 

Pflanzenteil Frischgewicht gewicht Alkaloid | gehalt in 100 Pflanzen 

s = 8 Wr y O A e | Proz. La SE z 
Blätter . . 3,4711 0,5452 0,0098 1,80 0,0890 
Stengel . . 6,7694 0,6214 0,0062 1,00 0,0564 
Keimblátter 2,7520 0,2900 0,0054 1,87 0,0490 

Wu urzel ee 3, 4588 f 0,4322 0, 0010 0,22 de 0,0091 = 

Ganze Pllanzen | 16,45 | 1,8888 ' 00224 | — | 02096 


Unter dem Einfluf des Lichtes nahm die Alkaloidbildung in den 
vorher 2 Wochen etiolierten Pflanzen derart zu, daß diese nach Ablauf 
weiterer 2 Wochen dann wesentlich mehr Alkaloid enthielten als nor- 
male ebenso alte Pflanzen. Wir fanden 








| l 











Bei diesen Pflanzen E Bei normalen Pflanzen 
BIRGE gigs 0 0890 g Alkaloid | 0 .0693 ; g Alkaloid. 
SO lora ina 0,0564 g š 0, ‚0457 g 2 
Keimblätter . . . . . | 0,0490 g = | 0.0272 g 





Auch in den Keimblättern war hier die bei normalen Pflanzen 
beobachtete Reduktion des Alkaloidgehaltes unterblieben. Während 
normale 4 Wochen alte Pflanzen in 100 Stück 0,15 g Gesamtalkaloid 
enthielten, fanden wir hier in 100 Stück 0,20 g Gesamtalkaloid; auch 
der Prozentgehalt beträgt hier 1,2 gegen 1,0 bei normalen Pflanzen. 
Der Prozentgehalt betrug 


| Bei diesen | Bei normalen 





| Pflanzen Pflanzen 
Blabtar: am a | 18 | 1,57 
Stengel... e sal 1,0 1,02 
Keimblátter . . . . . 1,87 i 0,93 
Meet u a e A 0,22 € 0,29 


Der prozentuale Alkaloidgehalt ist bei den Keimbláttern hier besonders 
hoch. 

3. Versuch. 

Zu Versuch 3 benutzten wir Pflanzen, welche von Versuch 2 erübrigt 
waren; gut entwickelte derartige Pflanzen setzten wir in Töpfe um, und 
zwar jetzt in Erde, und stellten die Töpfe 2 Wochen im dunklen Raume auf. 
Die Pflanzen litten jetzt stark unter dem Lichtmangel; am meisten ver- 
gilbten die Keimblätter, viele Stengel knickten, der Turgor war herabgesetzt. 
Am 29. April entnahmen wir 45 Pflanzen zur Untersuchung. 

Der vollkommene Abschluß von Licht hat Alkaloidabnahme in 
allen Teilen der Pflanze zur Folge, wie man bei einem Vergleich der in 
Tabelle II und III für 100 Pflanzen angegebenen Alkaloidmengen sehen 
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Tabelle III. 


Vegetationszeit 18. Márz bis 29. April 1924. Alter der Pflanzen 42 Tage. 
Keimung im Dunkeln, denn Aufstellung im Licht wáhrend 2 Wochen, 


dann wieder Aufstellung im Dunkeln. 
bessert EE 























: , Trocken» Gefund Alkaloid» 
eng SE van. Losse 
£ g g Proz. I g 

Blätter . . | 79960 — 1,9392 | 0,0328 169 ¡| 00729 
Stengel . . | 19/3992 17470 | 0.0182 087 | 00338 
Keimblátter 12,5460 1,0500 0,0092 ` 08 — 00204 
Wurzel . . 18,1980 | 13050 | 0006 ' 00 ` 008 ` 
Ganze Pflanzen 5814 | 60412 | 00578 — — TI 01284 


kann. 100 Pflanzen enthalten nach dem l4tägigen vollkommenen Licht- 
entzuge nur mehr 0,1284 g Alkaloid, während sie vorher 0,2035 g Alka- 
loid enthalten hatten; bei 6 Wochen alten, stets im Lichte sich be- 
findenden Pflanzen hatten wir 0,2256 g Alkaloid gefunden. Neben dem 
absoluten Rückgange an Alkaloid war auch ein Rückgang im Prozent- 
gehalt eingetreten, nämlich von 1,2 auf 0,94. 

Immerhin war der prozentuale Alkaloidgehalt bei diesen Pflanzen 
noch höher als bei normalen 6 Wochen alten; in diesen hatten wir 
0,71 Proz. Alkaloid gefunden. Es ist zu berücksichtigen, daß durch den 
Lichtentzug die Produktion von Pflanzenmaterial unterbunden war; 
erhielten wir doch hier von 45 Pflanzen nur 6 g Trockengewicht, während 
25 normale ebenso alte Pflanzen 7,9 g Trockengewicht ergeben hatten. 


Der Prozentgehalt betrug: 








| Bei diesen Bei normalen 
Pflanzen anzen 
Blätter ....... | 1,69 1,45 
Stengel . . . 2... | 0,87 | 0,41 
Keimblätter . . . .. x 087 LI 
Wurzel ....... 0,05 x 0,03 


Auch die Erhöhung des prozentualen Alkaloidgehaltes der Blätter, 
Stengel und Wurzeln ist ebenfalls durch die zurückgebliebene Produktion 
an Pflanzenmaterial zu erklären; es ist bemerkenswert, daß in den Keim- 
blättern eine Verminderung des prozentualen Alkaloidgehaltes gegenüber 
normalen Keimblättern stattfand, daß die Keimblätter sich somit anders 
verhielten als die übrigen Pflanzenteile. Der absolute Alkaloidgehalt war 
aber in den übrigen Pflanzenteilen ebenso vermindert gegenüber normalen 
Pflanzenteilen wie bei den Keimblättern. 


4. Versuch. 


91 Tage alte, bisher unter normalen Verhältnissen sich befindende, gut 
entwickelte Pflanzen brachten wir eine Woche in ungünstige Lichtverhält- 
nisse. Die Pflanzen wurden in einem gegen das Sonnenlicht durch Vorhänge 
abgeblendeten Raum im Halbdunkel gehalten. Dabei veränderten sich die 
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Pflanzen im Aussehen nicht wesentlich; sie waren nachher nur etwas 
schwächer als gleichaltrige normale Pflanzen und bildeten im Gegensatz 
zu letzteren keine Hülsen. Der oberirdische Teil war 30 bis 35 cm hoch, 
die Wurzeln hatten eine Länge von 15 bis 20 cm erreicht. Die Laubblätter 
waren frisch. Am 25. Juni entnahmen wir drei Pflanzen zur Untersuchung. 


Tabelle IV. 


Vegetationszeit 18. März bis 25. Juni 1924. Alter der Pflanzen 99 Tage. 
Die ersten 13 Wochen befanden sich die Pflanzen unter normalen Verhält- 
nissen, dann 1 Woche im Halbdunkeln. 






































Fri f Trocken» Gefundenes Alkaloid» Alkaloidgehalt 
Pflanzenteil rischgewicht gewicht Alkaloid gehalt in 100 Pflanzen 

CEA bo 8 MEERE: e 2.28 PR — 8 
Blätter und | 

Blüten. . . 2,0698 0,7660 0,0088 1,15 0,2933 
Stengel . . ' 4,8198 0,8946 0,0062 0,69 0,2067 
Wurzel . . | 16404 | 0,3600 0,0030 0,83 0,1000 ` 
Ganze Pflanzen | 85300 | 20206 | 00180 | — | 0,6000 


Bei unseren früher mitgeteilten Versuchen fanden wir in 100 nor- 
malen, 91 Tage alten Pflanzen 0,5867 g Alkaloid; nach einer Woche 
enthielten 100 normale Pflanzen 0,8000 g Alkaloid. Bei den eine Woche 
im Halbdunkel stehenden Pflanzen stieg die Alkaloidmenge nur von 
0,5867 g auf 0,6000 g an, also nur sehr wenig. 

Der absolute Alkaloidgehalt von 100 Pflanzen betrug: 











. On a a. 
a Bei normalen Bei normalen 
| Bei desen 13 E 14 Wochen 














. Pflanzen alten Pflanzen | alten Pflanzen 
Blüten und Blätter . | 0,2935 | 0,3267 0,3400 
tengel ....... 0,2067 | 0,1467 0,2067 
Wurzel ....... 0,1000 0,1133 0,1200 








Während im Stengel dieser Pflanzen ebensoviel Alkaloid als im 
Stengel gleichaltriger normaler Pflanzen war, enthielten die Blätter 
und die Wurzel weniger Alkaloid, sogar weniger als die noch eine Woche 
jüngeren normalen Pflanzen. 


Der Prozentgehalt dieser Pflanzen ist aber höher als der gleichaltriger 
normaler Pflanzen; diese enthielten 0,82 Proz., hier fanden wir 0,9 Proz., 
also eine Erhöhung, obwohl der absolute Alkaloidgehalt abgenommen hatte. 

Der Prozentgehalt betrug: 








| Bei diesen | Bei normalen 
f Pflanzen Pflanzen 
7 Dr es ES a - | SE = i T ee Se 
Blätter ....... | 116 1,21 
Stengel ....... 0,69 | 0,50 


Phosphorsäurebestimmungen in kleinen Substanzmengen. 


Von 
Kurt Samson. 


(Aus der Kinderklinik der Städtischen Krankenanstalten und 
dem Säuglingsheim in Dortmund.) 


(Eingegangen am 13. August 1925.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Methoden, Phosphorsäure oder auch Phosphor in kleinsten Mengen 
zu bestimmen, sind eine ganze Anzahl vorhanden. Jedoch erwachsen 
bei deren Ausführung im einzelnen allerlei Schwierigkeiten, die es 
erwünscht erscheinen lassen, eine Methode zu besitzen, die bei einer 
gewissen Einfachheit der Ausführung ohne allzu große Kosten auch 
bei kleinen Serummengen mit hinreichender Genauigkeit arbeitet. 


Die bisher bekannten Bestimmungsweisen betreten vier verschiedene 
Wege. Zunächst einmal ist es versucht worden, die Phosphorsäure auf 
gravimetrischem Wege zu bestimmen, und zwar einmal durch Fällung als 
Magnesiumammoniumphosphat [Mg(NH,)PO,], welches getrocknet und 
geglüht als Magnesiumpyrophosphat (Mg,P,0,) zur Wägung gelangt. 
Der Niederschlag beträgt das 3,59fache des P-Gehaltes, eignet sich also 
nicht zur Bestimmung so kleiner Mengen P, wie sie in 1,0 ccm Serum etwa 
vorkommen — einige Hunderstel Milligramm. Andererseits besitzen wir 
jedoch zwei Methoden, den Phosphor in etwa 60- bis 70facher Menge zur 
Wägung zu bringen. Es ist dies erstens die Fällung als Ammoniumphosphor- 
molybdat — (N H,), PO, 12 MoO, 4 HNO, — nach Lorenz (1), eine Methode, 
die eine einfache Trocknungsweise des Niederschlages erlaubt, da nur mit 
einer Genauigkeit bis zu 0,5 mg gewogen zu werden braucht. Zweitens 
kommt die Methode von Embden (2) in Betracht; die Fállung und Wägung 
als Strychninphosphorsáuremolybdánverbindung. Beide Arten der Bestim- 
mung sind jedoch nur dann zulássig, wenn in der zu bestimmenden Substanz 
mindestens 0,5 bis 1,0 mg P vorhanden sind, Mengen, die im Serum nie 
gefunden werden. Zmbden selbst hat seine Methode, was die Fällung an- 
belangt, der Kleinmannschen nachgebildet (3). Dieser hat nach Veraschung 
der Substanz nach Neumann einen Triibungsniederschlag mit einem 
Strychninmolybdatreagens hergestellt und den Trübungsgrad und damit 
den Phosphorgehalt nephelometrisch festgestellt. Einerseits ist nun ein 
Nephelometer ein sehr kostspieliges Instrument, welches nicht jedem zur 
Verfügung steht, andererseits ist die Ablesung mit einer Standardreihe von 
Trübungen ziemlich ungenau. Aber auch die nephelometrische Betrachtung 
selbst erfordert: ziemliche Übung. Zuletzt kommt aber als wesentlichster 
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Punkt mit in Betracht, daß der von Kleinmann beschrittene Weg der 
Fraktionierung nach Greenwald mittels Pikrinessigsäure in säurelöslichen 
und lipoiden Phosphor sich als nicht brauchbar herausgestellt hat. Darüber 
weiter unten mehr. Von den kolorimetrischen Methoden stammt die erste 
von Marriot und Haessler (4). Sie gestattet allein die Bestimmung des 
anorganischen P direkt im Serum. Benutzt wird als Prinzip die Entfärbung 
von Rhodaneisenlösungen durch Phosphorsäure, die parallel dem P-Gehalt 
geht. Ihr haften alle Mängel kolorimetrischer Methoden an. Besonders 
störend ist die große Empfindlichkeit von Rhodaneisenlösungen, die auch 
durch eventuelle kleinste Verunreinigungen ihre Farbe ändern können. 
Andererseits hat bereits Willstätter nachgewiesen, daß schon bei kurzem 
Stehen am Licht Rhodaneisenlösungen abblassen. Die zweite kolorimetrische 
Methode, die heute wohl am häufigsten geübt wird, ist diejenige von Bell 
und Doisy (5). Sie verwertet die Tatsache, daß Phosphormolybdänsäure 
durch Hydrochinon zu Molybdänblau reduziert wird. Die Methode ist 
einfach und gestattet für den klinischen Gebrauch eine hinreichende, wenn 
auch nicht absolute Genauigkeit in der Hand einer mit der Kolorimetrie 
vertrauten Person. Aber auch hier blaßt die Farbe bald ab. Die Unsicherheit, 
die man kolorimetrischen Methoden gegenüber immer hat, bleibt bestehen, 
insbesondere ist ein immerhin deutlicher Fehler subjektiver Art vorhanden, 
da verschiedene Personen häufig zu deutlich differierenden Resultaten 
kommen. Auch kommt es ab und zu vor, daß die Farbtöne der zu unter- 
suchenden Lösung und der Standardvergleichslösung nicht absolut über- 
einstimmen, so daß auf Helligkeitsgleichheit eingestellt werden muß: ein 
schon bedeutend schwierigeres Manöver. 


Als Idealverfahren für die Mikrobestimmung von Salzbestand- 
teilen muß vorläufig das titrimetrische Verfahren angesehen werden, 
das uns die sichersten Resultate weitgehendst unabhängig von sub- 
jektiven Fehlern gestattet. Der von uns beschrittene Weg, P zu be- 
stimmen, schließt sich an ein von Neumann angegebenes Verfahren 
an (6). Die Methode wurde zuerst von Dienes (7) modifiziert angegeben. 
Leider fehlen bei ihm die Angaben über die Mengen der Reagenzien 
sowie eine genauere Beschreibung der Methode. Wir haben sie deshalb 
noch einmal gründlich durchgeprüft und als brauchbar befunden. Teil- 
weise haben wir sie dabei wesentlich vereinfachen können. Das Ver- 
fahren Neumanns (6) eignet sich für solch kleine Mengen, wie sie das 
Serum enthält, nicht. Dienes’ Modifikation (7), die einen dem 
Neumannschen Titrierverfahren ähnlichen Weg einschlägt, indem der 
gleiche Niederschlag auf etwas anderem Wege, nämlich nach Woy (8) 
gewonnen wird, ist noch etwas umständlich. Insbesondere gibt selbst 
Dienes an, daß die gefundenen Mengen, wenn niedrigere Phosphorwerte 
vorhanden sind, relativ zu hoch ausfallen. Diese selbe Fehlerquelle 
konnten auch wir feststellen. Es gelang uns jedoch, ihre Ursache in 
der von Dienes verwandten Doppelfállung zu finden und sie durch 
Versuchsänderung zu umgehen. 


Der Serumphosphor muß in der Hauptsache in zwei Fraktionen 
zur Messung gebracht werden, als anorganischer und als organischer 
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oder lipoider. Ursprünglich wurde diese Trennung, durch Greenwald 
inauguriert, mit Pikrinessigsäure vorgenommen, so daß beim Ver- 
setzen des Serums mit diesem Reagens der sogenannte ‚säurelösliche“ 
Phosphor in Lösung bleibt, der lipoide aber gefällt wird. Der ,,sáure- 
lösliche‘‘ Phosphor entspricht jedoch nicht dem anorganischen, sondern 
umfaßt noch andere Phosphorfraktionen. Gerade der anorganische 
Phosphor jedoch ist es, der das Interesse hervorruft. Seine Gewinnung 
und Trennung von den organischen Phosphorbestandteilen des Serums 
gelingt durch die Enteiweißung mit Trichloressigsäure. 

Das Prinzip der Methode ist folgendes: Nach Enteiweißen des 
Serums mit Trichloressigsäure wird durch Zentrifugieren eine klare 
Flüssigkeit gewonnen, die zur Phosphorsäurebestimmung benutzt: wird. 
In dieser Flüssigkeit wird mittels Ammoniummolybdat, Salpetersäure und 
Ammoniumnitrat ein Niederschlag erzeugt, der folgende Zusammen- 


setzung hat: 
(NH,)¿PO, .12M00,.2 HNO, 


[Neumann (6)]. Dieser Niederschlag kann nach Abzentrifugieren und 
Waschen in Natronlauge gelóst werden. Er verbraucht dabei einen 
áquivalenten Teil der Natronlauge. Die überschüssige Natronlauge 
wird durch Salzsäure zurücktitriert und aus der Differenz zwischen 
zur Lösung verwendeter Natronlauge und zur endgültigen Neutrali- 
sation gebrauchter Salzsäure die Phosphormenge errechnet. 


Die Berechnung erfolgt nach folgendem Schema: 
(NH,),PO, . 12M00,.2HNO, + 26 NaOH = (NH,),PO, + 12Na,Mo0, 
+2NaNO, + 16 H,O, 
d. h. 26 Mol. NaOH entsprechen 1 Mol. P oder 26 x 40 g NaOH ent- 
sprechen 31 g P. 
40 g NaOH sind aber gleich 1000 cem n/1 Na OH, 
also 26000 cem n/1 NaOH = 31 g P, 


oder 26 ,. n/INaOH = 31 mg P, 
also lo, n/1NaOH = 31/,, = 1,193 mg P. 
oder 1,0,, n/25 NaOH = 0,0478 mg P. 


Die Ausfúhrung der Bestimmung gestaltet sich im einzelnen we 
folgt: 1,0ccm Serum bzw. 0,5 cem Serum und 0,5ccm Aqua dest. 
werden mit Leem 20proz. Trichloressigsäure tropfenweise unter 
leichtem Schütteln versetzt und 10 Minuten stehengelassen. Alsdann 
wird der Niederschlag abzentrifugiert und die übeıstehende Flüssigkeit 
möglichst vollkommen in ein Zentrifugenglas mit Auszug wie bei der 
de Waardschen Calciumbestimmung gebracht. Hierbei gelingt die 
Überführung am vollkommensten, wenn man den letzten Tropfen, der 
am Zentrifugenröhrchen hängt, in dem die Eiweißfällung vorge- 
nommen wurde, mittels einer Kapillarpipette überführt. Zu dem 
Niederschlag kommt nochmals 1,0 eem von der Trichloressigsáure, und 


Phosphorsáurebestimmungen in kleinen Substanzmengen. 291 


es wird abermals zentrifugiert sowie die überstehende Flüssigkeit 
wiederum in das Zentrifugenglas mit Auszug vollkommen überführt. 
Die Zentrifugengläser sind etwa 8 cm lang, 1,5 cm breit und tragen an 
ihrem geschlossenen Ende einen kleinen zylindrischen Raum von 
3 mm Länge und 2 mm Breite (siehe Abb. 1). 

Der Niederschlag selbst kann in der Weise verarbeitet werden, daß 
er unter Umrühren mit einem kleinen Glasstäbchen mittels einzelner 
kleiner Portionen Aqua dest. in einen kleinen Porzellantiegel 
quantitativ überführt wird, hier zur Trockne eingedampft und 
dann durch Glühen verascht wird. Die Aschelösung wird in 
0,5 ccm 10proz. Salpetersäure aufgenommen und mittels einer 
Kapillarpipette in ein Auszugsröhrchen überführt; dann wäscht 
man den Tiegel noch dreimal mit je 0,5ccm 10proz. Salpeter- 
säure in derselben Weise nach und fügt auch diese Mengen 
ins Auszugröhrchen zu der ersten Aschelösung. Es darf im 
Porzellantiegel nicht zu stark geglüht werden. Gelingt die voll- 
ständige Vertreibung der Kohle nicht, so löst man die Asche 
erst einmal in etwas 5proz. Salpetersäure auf, läßt wieder ein- 
trocknen und glüht nochmals. Auf diese Weise gelingt die voll- 
ständige Veraschung immer. Der Liquor cerebrospinalis kann 
in derselben Weise verarbeitet werden. Auch alle anderen Aschen 
eignen sich zur weiteren Bestimmung. Sie müssen in 2,0 bis 2,5 ccm 
10 proz. Salpetersäure gelöst sein. 

Zur Enteiweißung bzw. zur Veraschung werden also gebraucht: 


Abb. 1. 


I. 20proz. Trichloressigsäure ; 
II. 10proz. Salpetersäure, hergestellt aus 10,0ccm konzen- 
trierter Salpetersäure und 90,0 ccm Aqua dest. 

Zur eigentlichen Fällung und Bestimmung werden gebraucht: 

II. 30proz. Ammoniumnitrat; 
IV. Konzentrierte Salpetersäure; 
V. 3proz. Ammoniummolybdat; 
VI. l proz. Kaliumnitrat; 
VIT. Absoluter Alkohol; 
VIII. n/25 Natronlauge und n/25 Salzsäure sowie 1 proz. alkoho- 
lische Phenolphthaleinlösung. 

Alle Lösungen müssen vor dem Gebrauch filtriert werden. 

Man fügt zu den Flüssigkeitsmengen in den Auszugröhrchen je 
1,0ccm von III, 0,4 cem von IV und 1,0 cem von V der Reihe nach hinzu, 
schüttelt bis zur guten Mischung jeweils um, sobald man eines der 
Reagenzien hinzugefügt hat. Endlich stellt man die Gläschen für 
etwa 2 bis 3 Minuten in ein Bechergläschen von 50 ccm mit kochendem 
Wasser, bis ein deutlicher grüngelber Niederschlag auftritt. Alsdann 
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läßt man gut abkühlen, indem man etwa 1% Stunde bei Zimmeı- 
temperatur stehen läßt. In jedes Gläschen kommt dann 1,0 ccm ab- 
soluter Alkohol. Es hat sich nämlich gezeigt, daß der Niederschlag 
häufig teilweise an der Oberfläche der Flüssigkeit haftet und das Ab- 
heben der Flüssigkeit nach dem Zentrifugieren sehr stört. Durch 
Zusatz des Alkohols und leichtes Schütteln gelingt es prompt, auch 
die an der Oberfläche haftenden Partikelchen der Fällung zum Ab- 
setzen am Boden zu bringen. Es wird nunmehr zentrifugiert, hernach 
die überstehende Flüssigkeit mittejs einer Pipette, an deren oberen 
Ende ein Gummiballon zum Saugen angebracht ist, abgehoben. Auf 
den Niederschlag spritzt man etwas lproz. Kaliumnitratlösung (VI). 
so daß er leicht aufwirbelt, und füllt dann unter Abspülen der Glas- 
wände mit dieser selben Lösung auf 3 bis 4ccm auf, setzt wiederum 
1,0 Proz. Alkohol hinzu und zentrifugiert. Diese Waschung des Nieder- 
schlags wird noch dreimal wiederholt, bis ein Tropfen der abgehobenen 
Flüssigkeit blaues Lackmuspapier nicht mehr rötet. Zuletzt löst man 
den Niederschlag in genau 10, oder 2,0 n/25 Natronlauge, indem man 
ihn mittels einer Kapillarpipette aufbläst. Dabei achtet man vor 
allem darauf, daß alle auch etwa an den Wänden noch haftenden Nieder- 
schlagsreste mit gelöst werden. Es wird ein kleiner Tropfen Phenol. 
phthaleinlösung zugesetzt und die Natronlauge bis zum Verschwinden 
der roten Farbe mit n/25 Salzsäure zurücktitriert. Die Differenz 
zwischen der gebrauchten Natronlauge und der Salzsäure ergibt mit 
0,0478 multipliziert (siehe oben) die Milligramm P in der Probe. 
Die Natronlauge und die Salzsäure müssen natürlich gegeneinander 
eingestellt sein. Titriert wird mit Bangschen Mikrobüretten, die in 
1/9) cem eingeteilt sind. 

Von unseren mit dieser Methode vorgenommenen Analysen seien 
im Anhang eine Anzahl wiedergegeben. Wir benutzten eine Lösung 
von 0,1584 g Magnesiumammoniumphosphat [(N H,) Mg PO, 6 H,0] in 
100,0 ccm 10Oproz. Salpetersäure. Sie enthält in 1,0 ccm 0,2 mg P 
Durch Verdünnen dieser Lösung 1:1 mit Aqua dest. gewannen wir 
die Versuchslösung für Versuche 1 his 18, 23 und 24, durch Verdünnen 
1:4 für Versuche 35, 36, 39 und 40. In Versuchen 25 bis 32 benutzten 
wir die ursprüngliche Lösung. 

Die Versuche 1 bis 16 zeigen, daß die Bestimmung in reiner Salz- 
lösung mit hinreichender Genauigkeit gelingt. In der letzten Rubrik 
ist der Fehler, der entstanden ist, in Kubikzentimetern der ursprünglich 
mit der Pipette abgemessenen Lösung umgerechnet. Man erkennt 
daraus, daß er immer innerhalb der Fehlergrenze der Flüssigkeits- 
abmessung liegt. In Versuch 17 bis 24 sollte geprüft werden, ob die 
übrigen im Serum vorkommenden Salze von Einfluß auf die Bestimmung 
sind. Dazu wurde Normosal benutzt, ein Gemisch von Salzen, die in 
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Art und Menge ! E — Verbrauchte, Ge» Fehler in cem 
Nr. der l.ösung DESEN, | IS So fundene x c er. 
| ES ED i Ga | re 
RA u mg P | SCAS sch Z. e mg P Lósung 
l 0, | 001 255 234 021 0,01005. + 0,0005 
2 0,1 | 001 2154 | 234. 0,20 i| 0,00957] — 0,0043 
3 0,2 | 0,02 2:50 208 0,421 0,0201 | + 0,001 
4 0,3 | 0,03 12,56 1,94' 0,62 00296 | —0,004 
5 04| 004 250 | 1,67 0,83 00397 | — 0,003 
6 0,4 | 004 250 168 0,82 '0,0392 | — 0,008 
7 0,8 0,08 ¿250 0,83! 1.67 10.0799 | — 0,01 
8 08 | 0.08 "260 | 0,95} 1.65'0.0789 | — 0,011 
9 I Afe-Am-Phosphat 11 | 001 2,54 2,33. 0,21 0,01005 + 0,0005 
lo! 10 er a py Al! 0,01 1250 2281 0,22 10,0105 | + 0,005 
11 0 =04 mg PL) 102 002 2501208 0,42 0,0201 | + 0,001 
12 0,2 | 002 252 209 043 0,0206 — + 0.006 
13 05 0,05 ` SC 1,49 1,07 10,0512 + 0,012 
l4 05 | 005 250! 143. 1,07 0,0512 | + 0,012 
15 1,0: 0,10 '2,82|0,59 2,03 00972. — 0,028 
16 10 | 010 ' 2 5001| 1,99. 00952 — 0,048 
| 
17 0,5 x 0,05 251 151 1,00: 0,0478 | — 0,022 
18 0,5 005 "2,66 1,61 1,05 0.0502 + 0,002 
| 
19 lO — '250|1,33 1 TEEN 
oul. KIKE — 251|133; A 0,0564 | 
Si SE 105 , — 254/1592 062 0,0296 | 
22 05 — 263 192 061 ¡0.0292 | Bemerkungen: 
va | M= Am P. ... 051 _ 2 17421 : 0,0774 
23 | Normosal . . . . 05 | 2,50 080. 1,61 ‚0,0768 17422 : 0,0770 
24 dasselbe . — 256[|092 1,64 0,0783 18-+21 : 0,0798 
| dl l 18+22: 0,0794 
25 ou" 002 “103 059 044 |0.0215 ` + 0,0075 
26 Lu, -Am-Phosphat J 0,1; 0/02 '1/04|061 0,43 0,0210 . + 0,005 
27 | (1,0 == 0.2) 02 00% 108 024 084 0041 — +0005 
28 02: 004 1,07 0,24 0,83. 0,0405 | + 0,0025 
: ‚| Hi 
| Mg-Am-P. za Ol g 2 | 1 
bio, "` Le | 0,02 1,14 0,71 '0,43 0,0210 | + 0,005 
30 dasselbe 002 1111069 ‚0,42 00205 | + 0,0025 
[ Mg-Am-P. 02 | j | a 
31 | Trichlor. 18 | 00% 108 024 0,84 0,041 + 0,005 
32 dasselbe | 0,94 1,00 [0,17 | 083 ¡9 0405 . + 0,0025 
33 Serum... ... 1,0 ]Anorg.f 1,28 | 0,08 ` 12 0,0573 ` an 
34 Serum. 2.2... 10 | P. 1,28 0,09 ' 119 0,0569 | — 
35 Mg-Am-P.-Lósung | | | 
(1,0= 0,4) ...05: 002 "1,03 om 0,40 | 0,0193 — 0,015 
36 dasselbe ` 002 |104 065 039/100187 — 0065 
37 Serum. 2.2... 0,5 \Anore. (!1,02 |0,69 ‚0,33 00158 = 
38 Serum. ..2... 0,5 | P. l 1211090 0,31 0,0148 | = 
| | Bemerkungen: 
39 {Mg-Am-P. ... 05.) | 1.03 10,31 | 072 "0,0344 135437: 0,0351 
“2 | Serum ..... 05. TE ek | 35+38 : 0,0341 
¡Mg-Am-P. ... 051 E 36+37 : 0,0345 
40 05 J 1,03 0.33 o, 70 0,0350] 36 +38 : 0.0335 
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ihrer Zusammensetzung den Serumsalzen entsprechen. Dabei wurde 
außer reiner Normosallösung geprüft, ob zugegebene Mengen P 
quantitativ wiedergefunden werden können (Versuch 23 und 24). Auch 
hier erwies sich die Methode als durchaus brauchbar. In Versuch 25 
bis 32 wurde der Einfluß der Trichloressigsáure geprüft. Es fand sich 
keinerlei Beeinträchtigung der Resultate durch diese. Versuch 33/34 
ist eine Doppelbestimmung des anorganischen Phosphors im Serum, 
die eine sehr schöne Übereinstimmung aufweist. Endlich wurde in 
Versuch 35 bis 40 geprüft, ob es in gleicher Weise wie beim Normosal 
(Versuch 17 bis 24) gelingt, zugesetzte P-Mengen quantitativ nach 
Trichloressigsäurefällung wiederzugewinnen. Auch das gelang. Als 
Fehlergrenze glauben wir höchstens ungefähr 0,002 bis 0,003 mg an- 
geben zu können, d.h. die Bestimmung wird bei Umrechnung auf 
100 ccm Serum etwa um 0,2 bis 0,3 mg-Proz. ungenau. Meist jedoch 
gelingt es, bei Anstellen von Doppelbestimmung viel weitgehendere 
Übereinstimmung zu erhalten. Im übrigen ist dies eine Fehlergrenze. 
die wohl kaum mit den kolorimetrischen Methoden erreicht wird, bei 
denen man weit höhere Fehler mit in Kauf nehmen muß. Abgesehen 
davon hat man beim Arbeiten mit titrimetrischen Methoden das Gefühl 
weit größerer Sicherheit, das allein schon durch die bessere Übersicht- 
lichkeit der einzelnen Manipulationen bedingt wird. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine titrimetrische Mikrophosphorsäurebestimmung an- 
gegeben, die sich an bekanute Makroverfahren anschließt und die 
Bestimmung anorganischen Phosphors im Serum und im Liquor cere- 
brospinalis nach Enteiweißen mit Trichloressigsäure sowie des organi- 
schen Phosphors nach Veraschen des Eiweißniederschlags mit ziemlich 
hoher Genauigkeit erlaubt. Auch andersartige trockene Aschen eignen 
sich nach Auflösen in 10proz. Salpetersäure für diese Bestimmungsweise. 


Literatur. 


1) Lorenz, Österr. Chem.-Ztg. 14, 1, 1911; zitiert nach Handb. d 
biochem. Arbeitsmethoden. — 2) Embden, H. 118, 1921. — 3) Kleinmann, 
diese Zeitschr. 99, 150, 1919. — 4) Marriot-Hessler, Journ. of biol. Chem. 
30, 241, 1917. — 5) Bell-Doisy, ebendaselbst 44/50, 1920. — 6) Hoppe- 
Seyler-Thierfelder, Physiol. u. pathol. chem. Analyse. — 7) Dienes. diese 
Zeitschr. 95, 131, 1911. --- 8) Woy, Chem.-Ztg. 21, 441 und 465, 1897. 





Über das Wesen des sogenannten Serumantipepsins. 


Von 
W. Mozotowski und H. Hilarowicz. 


[Aus dem medizinisch-chemischen Institut und der chirurgischen Klinik 
der Universität Lwów (Lemberg)]. 


(Eingegangen am 13. August 1925.) 


Die bisher ungeklärte Frage des sogenannten Antipepsins interessiert 
seit langem die Physiologen durch ihre Beziehungen zur Theorie der 
Magenresistenz gegen die Verdauung, und die Chirurgen durch ihren 
Zusammenhang mit der Pathogenese des runden Magengeschwürs. 


Die umfangreiche und widerspruchsvolle Literatur über die Eigenschaft 
des Blutserums, die peptischeVerdauung zu hemmen, beginnt im Jahre1888 mit 
der Arbeit Schnapaufs!); Schnapauf stellte fest, daß dem Blute die Fähigkeit 
der Pepsinzerstörung eigen ist, und hat dieselbe durch die alkalische Reaktion 
des Serums erklärt. Hahn?) stellte fest, daß der 24 stündige Aufenthalt des 
Pepsins im Blutserum bei 37°C das Ferment der Verdauungsfähigkeit 
beraubt, und glaubte an das Vorhandensein spezifischer Faktoren im Serum, 
da, seiner Meinung nach, die alkalische Reaktion allein dazu nicht hinreichend 
sei. Derselben Meinung sind Camus und Gley?) und Pero), der die Briot- 
sehe 5) Erklärung des Phänomens durch den Alkali- und Salzgehalt bekämpft. 

Als im Jahre 1901 Danilewski®) das Auffinden einer Substanz in der 
Magenschleimhaut mitteilte, die er Antipepsin nannte und der er den 
Verdauungsschutz des Magens zuschrieb, als ferner Sachs”) (1902) durch 
parenterale Darreichung des Pepsins bei Gänsen erhöhte Pepsinhemmung 
durch Serum erreichte, nachdem endlich von Schwarz®) im Jahre 1905 in 
inaktivierten Pepsinpräparaten ein Hemmungskörper gefunden wurde, 
zerfiel die Antipepsinfrage in drei Teile, die wir trotz innigen Zusammen- 
hanges zwecks besserer Übersicht getrennt besprechen wollen. 


1) Dissertation Rostock 1888; Malys Jahresber. d. Tierchem. 19, 199. 

2) Berl. klin. Wochenschr. 1897, $. 499. 

3) Soc. Biol. 49, 825, 1897. 

4) Ebendaselbst 54, 938, 1902. 

5) Ebendaselbst 54, 140, 1902. 

6) Zitiert nach Hensel, Dissertation Petersburg 1903; Malys Jahresber. 
33, 556. 

7) Fortschr. d. Med. 20, 425, 1902. 

s) Hofmeisters Beitr. 6, 527, 1905. 
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1. Das normale Antipepsin, das im Blutserum, im Magen und in den 
Geweben eines normalen Organismus sich befinden sollte, war Gegenstand 
der Untersuchungen Danilewskis und seiner Schule [Hensel*)]; man hat 
das Antipepsin in allen untersuchten Organen nachgewiesen und festgestellt, 
daß es durch Säuren und Basen zerstört wird, jedoch kochbeständig 
ist; es soll in der Magenwand gleichzeitig mit Pepsin in einem spezifischen 
Prozesse entstehen. Weinland?) erhielt das Antipepsin aus ausgepreßten 
Spulwürmern, wobei bei Gebrauch von sekundärem Natriumphosphat 
besonders wirksame Extrakte entstanden; er fand den Körper auch in der 
Magen- und Darmwand und weist auf die Möglichkeit dessen Beziehungen 
zum Magengeschwür hin. XNierenstein und Schiff?) und Blum und Fuld‘) 
erklären durch den Antipepsingehalt des Magensaftes die Erscheinung, daß 
der verdünnte Magensaft verhältnismäßig stärkere Verdauungskraft zeigt 
als der unverdünnte. Zunz®) findet einen wechselnden Einfluß der Nahrung 
auf den Antipepsingehalt des Blutes. Jacoby*) und Herzog”) glauben durch 
Untersuchungen der Parallelitát in der hemmenden Wirkung des Anti- 
pepsins auf Pepsin und Lab die Frage der Identität beider Fermente lösen 
zu können. Jacoby®) weist darauf hin, daß die Antifermentwirkung durch 
Ansäuern ausgeschaltet werden kann; er vergleicht das Antipepsin und die 
Antifermente im allgemeinen mit den Antitoxinen. Jochmann und Kanto- 
rowicz*) nehmen an, daß im Blutserum wenigstens zwei verschiedene, sich 
durch Resistenz gegen höhere Temperatur unterscheidende Antipepsine 
existieren. 


Oguro*) hat eine Methode für die quantitative Antipepsinbestimmung 
im Serum ausgearbeitet, die wir hier in Kürze beschreiben, weil sie später 
von den meisten Autoren gebraucht wurde. Oguro gibt zu 0,4 ccm einer 
0,1proz. Lösung des Pepsins von Grübler in einer Reihe von Reagenzglásern 
steigende Mengen von dem zehnfach mit 0,85proz. Kochsalzlösung ver- 
dünnten Blutserum, und zwar von 0,1 bis l cem; jedes Röhrchen wird mit 
0,85proz. Kochsalzlösung bis zum Volumen 2,4 ccm nachgefüllt, eine halbe 
Stunde im Thermostaten bei 37°C gehalten und darauf mit 0,5ccm n/ł0 
Salzsäure versetzt. Dann wird ein Stückchen gefärbten Fibrins hinein- 
geworfen und der Verdauungsgrad durch die Zeit bestimmt, in welcher die 
Färbung der Flüssigkeit merkbar zu werden beginnt. In seinen Versuchen 
zeigte Oguro, daß die Hemmungswirkung des Serums ausbleibt, wenn man 
Säure sofort zusetzt; den halbstündigen Aufenthalt des Pepsin-Serum- 
gemisches vor dem Ansäuern hält er für unentbehrlich, um die hemmende 
Wirkung erscheinen zu lassen. 


Eine mehr praktische Bedeutung gewann die Antipepsinfrage durch 
Wiederaufnahme der Idee Weinlands, der die Bedeutung dieser Substanz 


1) Dissertation Petersburg 1903; Malys Jahresber. 33, 556. 

2) Zeitschr. f. Diol. 44, 1, 45: 1902. 

3) Arch. f. Verdauungskrankh. S, 559, 1903. 

4) Zeitschr. f. klin. Med. 5S. 505, 1906. 

5) Bull. d. Acad. d. méd. d. Belgique (4) 19, 729, 1905; Malys Jahresber. 


6) Diese Zeitschr. 1, 67: 2, 144, 247; 4, 21, 472, 1906. 

2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 60, 306, 1909. 

8) Miinch. med. Wochenschr. 55, 728, 1908; Zeitschr. f. klin. Med. 66. 153. 
9) Diese Zeitschr. 22, 266, 1909. 
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für die Genese des Magengeschwúrs annahm. Katzenstein*) wies nach in 
seinen Experimenten, die von Kathe?) bestätigt wurden, daß von ver- 
schiedenen, in das Magenlumen eingenähten Organen den größten Wider- 
stand gegen die Verdauung der Magen selbst und das Duodenum zeigten; 
Experimente mit künstlichem Magensaft sollten diese Tatsache bestätigt 
haben; Katzensteín erklärt das durch größeren Antipepsingehalt im Magen 
und im Duodenum, als in anderen Organen. Das peptische Magengeschwür 
solle durch Gleichgewichtsstörung zwischen Antipepsin- und Pepsingehalt 
zugunsten des letzteren verursacht werden. Katzenstein glaubt (zusammen 
mit Fuld), das Magengeschwür durch Darreichung künstlichen Antipepsins 
heilen zu können. Kawamura?) hat die Resistenz der Magenwand gegen 
künstlichen Magensaft nicht bestätigt und nimmt den Gehalt an Anti- 
pepsin in allen Organen an. Fiori*) erklärt die Verdauung der ins Magen- 
lumen eingenähten Organe durch Störungen des Blutkreislaufes und 
Abschluß der Antipepsinzufuhr. Ohne die Frage des Antipepsins zu berühren, 
hat einer von uns [Hilarowicz®)] bei der Kontrolle obiger Experimente 
festgestellt, daß es wirklich Unterschiede bezüglich der Resistenz ver- 
schiedener Organe gegen die Verdauung im Magen gibt, glaubt aber, daß 
dieselben von dem Charakter des Gewebes, der Dicke seiner Wand, von der 
Blutversorgung, vom Orte des Einnähens bzw. von künstlich veränderten 
sekretorischen Verhältnissen abhängen. 

Es war verlockend, die theoretisch erhoffte Parallelität zwischen 
Antipepsinmangel im Blute und Disposition zum Magengeschwür klinisch 
zu untersuchen. Lieblein®) hat mit Hilfe der Methode Oguros einmal 
subnormale, ein anderes Mal übernormale Antipepsinwerte im Blutserum 
Magenulcuskranker gefunden und glaubt, daß dies von der vorhandenen 
Ulcusdisposition bzw. von der Reaktion des heilungsfähigen Organismus 
zeugen kann. Girault und Rubinstein”) haben den Antipepsingehalt im 
Blutserum der Magenkranken untersucht, jedoch keine Regelmäßigkeit 
gefunden; Abbo®) dagegen fand bei Magengeschwür konstant einen ver- 
minderten Antipepsingehalt im Blutserum. Nach langer Zeit hat diese 
Untersuchungen neuerdings Kohler?) unternommen; er nimmt die Katzen- 
steinsche Antipepsinulcustheorie an, glaubt aber, daß die bisherigen klinischen 
Untersuchungen deshalb gescheitert sind, weil man die Hemmungskraft 
des Serums im Verhältnis zum künstlichen, nicht zum natürlichen und 
eigenen Magensaft des Kranken untersuchte. Kohler verdünnt den nach 
Probefrühstück entnommenen Magensaft im Verhältnis 1:2, das gleich- 
zeitig entnommene Blutserum im Verhältnis 1:3 und gibt zu je 2ccm 
des so verdünnten Magensaftes das Serum in steigenden Mengen von 0,1 
bis 0,5 cem, und läßt die sechste Probe als Kontrolle ohne Zusatz; das Ge- 
misch wird eine halbe Stunde im Thermostaten gehalten, dann wird ein 
Stückchen mit „Lichtgrüngelb‘‘ Grüblers gefärbten Fibrins hineingeworfen, 
das bei vorhandener Verdauung mehr oder minder schnell und stark die 


1) Berl. klin. Wochenschr. 45, 1149, 1908. 

2) Ebendaselbst 45, 2135, 1908. 

3) Mitt. a. Grenzgeb. 26, 379, 1913. 

4) Zentralbl. f. Chirurg. 1911. 

5) Przeglod chirurgiczny (polnisch) 8, 1924. 

°) Mitt. a. Grenzgeb. 25, 391. 

2) Soc. Biol. 78, 205, 1912. 

$) Chim. Med. Ital. 1914; Malys Jahresber. 44, 26. 
9) Mitt. a. Grenzgeb. 87, 1923. 
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“ 

einzelnen Proben färbt. Mit Hilfe dieser Methode, die Kohler als sicherstes 
diagnostisches Mittel bei Magengeschwür empfiehlt, hat er fast konstant 
(in 97 Proz. der Fälle) eine Ernjedrigung der antipeptischen Kraft des Serum: 
bei Magengeschwürkranken festgestellt, was bei anderen Krankheiten nicht 
vorkommen soll. Er glaubt, daß durch die Wirkung des Blutes in der 
Magenwand aus Pepsin das,Antipepsin entsteht, und hat das mit folgendem 
Experiment nachweisen wollen: Das Pepsin, im Blutserum gelöst, erhöhte 
nach mehrstündigem Aufenthalt in 37°C die pepsinhemmende Kraft des 
Serums: das Serum habe vom Pepsin das Antipepsin abgespalten. Die 
Arbeit Kohlers hat reges Interesse unter den Chirurgen erweckt. Katzen- 
stein!) sieht darin die Bestätigung ser alten Theorie, Pribram?!) erklärt 
gute Erfolge seiner Proteinotherapie bei Magengeschwür durch Zunahme 
des Antipepsins im Blute, was auch von Katzenstein!\ bestätigt wurde. 
Die klinische Kontrollarbeit Orators?) erschüttert aber den Wert der 
Kohlerschen Untersuchungen, und auch die auf der chirurgischen Klinik 
in Lwów von Gruca und Jurim durchgeführten Versuche haben die von ihm 
beschriebene Regelmäßigkeit nicht bestätigt. 


Die Existenz des Antipepsins als eines spezifischen Antifermentes wird 
von vielen Seiten in Abrede gestellt. Die Briotsche Meinung haben wir schon 
oben genannt. Klug?) hat die Schutzwirkung des Magens dem Magenschleirm 
zugeschrieben und fand, indem er die Experimente Weinlands nachpriite, 
daß zerschnittene SpulwúrMfler im künstlichen Magensaft verdaut werden. 
Hamburger?) erklärt die Hemmungswirkung durch eine Ablenkung des 
Pepsins durch die Serumeiweißkörper, Fermi°) schreibt die Pepsinfestigkeit 
des „lebendigen Eiweißes‘‘ seiner ‚„biochemischen Resistenz“ zu, nicht 
aber dem Antifermente. Rubinstein!) sieht auf Grund seiner genauen 
Untersuchungen die Ursache der Hemmung in Salzen und Eiweißkörpern. 
die im Blutserum enthalten sind; die erhöhte Hemmungswirkung des gekochten 
Serums soll nach ihm von der Zunahme des Salzsäurebindungsvermögens durch 
Serumeiweiß abhängen. Dezani?’), der zuerst das Vorhandensein eines Anti- 
pepsins im Magen annahm und das Calciumphosphat für sein Coenzym 
hielt, leugnet in seiner zweiten Arbeit die Spezifität des Antipepsins und 
erklärt die Schwächung der Verdauungskraft eines Gemisches von Pepsin, 
Serum und Salzsäure mit Bindung der Säure durch die Serumbasen und 
mit dadurch bedingtem Mangel an nötiger Wasserstoffionenkonzentration?). 





1) Diskussion in der Berl. Chirurg. Gesellsch. 12, 11, 1925; Zentralbl. 
f. Chirurg. 15, 1925. 

2) Arch. f. klin. Chirurg. 134, 1925. 

3) Arch. intern. de physiol. 5, 297, 1907; Malys Jahresber. 87, 411. 

4) Journ. of exper. Med. 14, 335, 1911; Malys Jahresber. 41, 268. 

5) Arch. di pharmac. sper. 10, 449, 1911; Malys Jahresber. 41, 271. 

6) Ann. de Inst. Pasteur 27, 1074, 1913; Soc. Biol. 81, 511, 1918; 
Malys Jahresber. 48, 726, 1916. 

7) Real. Acad. d. science Torino 1911; Malys Jahresber. 41, 303; 
Arch. d. pharmac. sper. 22, 287, 1916; Malys Jahresber. 48, 725. 

8) Schon nach vollstándigem Abschluß dieser Arbeit fanden wir in 
Malys Jahresberichten (Bd. 47) eine ganz kurze Notiz úber die letzt- 
genannte Arbeit .Dezanis. Im Jahre 1916 erschienen, wurde diese 
wertvolle, die Antipepsinfrage in die rechte Bahn bringende Arbeit 
weder in den größten speziellen Handbüchern (Oppenheimer-Kuhn, Die 
Fermente 1925, Antipepsine, 8.958 bis 960; Oppenheimers Handb. f. 
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Linossier!) ist der Meinung, daß die Hemmungswirkung durch 
wechselseitige Reaktion zwischen Serumkolloiden und Verdauungsfliissigkeit 
bedingt ist. Stolz?) deutet die Hemmungserscheinungen durch Albumin- 
und Lorber?) durch Bicarbonatgehalt des Serums. 

2. Die Frage der antipeptischen Eigenschaften des normalen Serums 
muß nach Putter*t) von der Frage des immunisatorischen Antipepsins 
gesondert werden. Die ersten Untersuchungen in dieser Richtung stammen 
von Sachs*), der bei den mit Pepsin parenteral behandelten Gänsen eine 
starke Zunahme der pepsinhemmenden Kraft des Serums nachwies. 
Eisler ¢) bestätigte seine Experimente und Landsteiner?) wies auf die Möglich- 
keit der Unterscheidung der von verschiedenen Tieren stammenden Pepsine 
auf Grund der erreichten spezifischen Antisera. Spätere Untersuchungen 
haben Cantacuzene®), Cantacuzene und Michaiesti?), Slowcow!**), Rubin- 
stein!!), Gruca und Jankowska!?) durchgeführt; die letztgenannten fanden 
Erhöhung oder Erniedrigung der antipeptischen Kraft im Serum, was von 
der Art der Einspritzungen und dem Untersuchungstermin abhängt. 


3. Als eine besondere Gruppe der Fermentparalysatoren werden die 
sogenannten Zymoide genannt, die derartig veränderte Fermente darstellen 
sollen, welche sich zwar mit dem Substrat verbinden, doch seinen Abbau 
nicht bewirken; Oppenheimer weist auf die Analogie mit sogenannten 
Toxoiden hin. Bearn und Cramer!?) fanden in bis zu 60° C erhitzten Pepsin- 
präparaten solche Körper, welche die Pepsinverdauung zu hemmen ver- 
mögen, und hierher kann man auch das früher von Schwarz!) gefundene 
Antipepsin einreihen. 





Biochem. 1925, Putter, Antifermente 3, 483 bis 509) noch in der Literatur 
späterer Jahre berücksichtigt oder nur genannt. Der Vollständigkeit wegen 
sei noch die Arbeit von Venice D. Keiser (Mayo Clinic) genannt (Journ. of 
Laboratory and Clin. Med. 10, 787, 1925). Der Verfasser scheint keine der 
Methoden, deren Gebrauch er erwähnt, beherrscht zu haben und behauptet, 
keine der gebräuchlichen Methoden zur Bestimmung der Pepsinverdauung 
habe sich ihm bewährt. Refraktometrische Versuche stellt er z. B. so an, 
daß er Serum, Pepsinlösung und Salzsäure vermischt und kein Eiweiß zusetzt, 
„da das untersuchte Serum bereits 6 bis 8 Proz. Eiweiß enthält“. Es ist 
kein Wunder, daß er dann keine Veränderung des Index findet, da bekanntlich 
die peptische Verdauung das Lichtbrechungsvermógen der Eiweilstoffe 
nicht verändert. 

1) Soc. Biol. 81, 422, 1918; Malvs Jahresber. 48, 725. 

2) Diese Zeitschr. 141, 483, 1923. 

3) Ebendaselbst 148, 49, 1924. 

1) Oppenheimers Handb. d. Biochem. 8, 1925. 

5) Fortschr. d. Med. 20, 425, 1902. 

6) Wien. Akad. d. Wiss. 114, III. Abt, 114, 1905; Malys Jahresber. 
35, 892. 

7) Zeitschr. f. Bakt. 1, 38, 344, 1905; Malys Jahresber. 35, 933. 

8) Soc. Biol. 66, 51, 1909. 

9°) Ebendaselbst 66, 53, 1909. 

te) Russkij Wracz 1910; Malys Jahresber. 40, 158. 

11) Soc. Biol. 72, 365, 1912. 

12) Przeglad Chirurgiczny (polnisch) 3, 1924. 

13) Biochem. Journ. 2, 174, 1907; Malys Jahresber. 37, 369. 

14) Hofmeisters Beitr. 6, 529, 1905. 
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Das Ziel unserer Arbeit war, die auch in den jüngsten Zeiten sich 
ausprägenden Unklarheiten und Widersprüche bezüglich der Pepsin- 
hemmung durch Serum zu lösen und festzustellen, ob es wirklich einen 
Körper enthält, der den Namen ‚Antipepsin‘‘ verdient und der zur 
Theorie des Magenschutzes bzw. zur Pathogenese des peptischen Magen- 
geschwürs herangezogen werden könnte. Nach einer bequemen und 
genauen Bestimmungsmethode der peptischen Verdauung suchend, 
haben wir die refraktometrische Methode von Schorer-Reiss!) gewählt. 
Sie beruht darauf, daß fein zerriebenes Fibrin während der Verdauung 
in Lösung geht und die Brechungskraft der Flüssigkeit erhöht; beim 
Ablesen des refraktometrischen Index vor dem Beginn der Ver- 
dauung und nach einer bestimmten Zeit erhalten wir eine in den 
Strichen der Refraktometerskala ausgedrückte Differenz, die dem 
Quantum des verdauten Fibrins entspricht. Die Exaktheit dieser 
Methode erwies sich ganz befriedigend, seitdem wir, dem Rate des 
Herrn Prof. Parnas folgend, Fibrinkörnchen von konstanter Größe 
anwandten, und zwar solche, die durch ein Sieb von etwa 500 Öffnungen 
im Quadratzentimeter passierten, im Sieb von etwa 1000 Öffnungen 
im Quadratzentimeter verblieben. Die Verdauungsproben waren mit 
jedesmal frisch zubereiteter 0,2 proz. wässeriger Lösung von ,, Pepsinum 
absolutum“ Merck und mit Kahlbaums ,,Fibrin aus Blut" angestellt. 
Die Refraktometerwerte wurden direkt beim Eintauchen des Prismas 
in die Gläschen bestimmt. Die Fehlergrenze der Methode sollte der 
folgende Versuch feststellen. 


Versuch 1. 





Wäpgegläschennummer: 





In | lI u mm 











Pepsin . . . . . cem |: 1 1 1 l 
n/20 HC] . . . . | 8 


n 


Index wurde bei 17,50 C bestimmt, je 0,1 g Fibrin zugesetzt und 
1 Stunde bei 37° C digeriert; dabei wurden die Gláschen nach 2, 10 und 
40 Minuten nach Fibrinzusatz geschüttelt. Dann wurde der refrakto- 
metrische Index wiederum bei 17,59 C bestimmt. 














Wagegläschennuminer: | 1 | II | HI | IV 
= ` ae SSES = | E SS A A A en ST aaa =— — 
Vor der Verdauung . . ..... | 16,25 16,4 162 | 16.25 
Ä 200 ; 199 | 19,9 


Nach der Verdauung . + + + + + ; 19,58 





Differenz . 2 2 2 2 2220... ¿o 355 | 36 | 37 | 3,65 
Die Differenzen der abgelesenen Indexausschläge betragen hier nicht 
mehr als 0,15 eines Teilstriches. 
1) Reiss, Die refraktometrische Persinbestimmung im Mageninhalt. 
Schweiz. med. Wochenschr. 1923, Nr. 15. 
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Das Verhaltnis der Refraktometerindexzunahme zum verdauten 
Fibrinquantum bestimmt der Versuch 2. 




















Versuch 2. 
x AWageoiascheupammers 1 | mn ` | m 
Pepsin ..... cem | 2,5 2.5 2,5 
SE oeh, Seu Š we d 2,5 2,5 2,5 
n/10 HCl. 5 |! 5,0 5,0 5,0 


Alles wie im Versuch 1 durchgeführt. Verdauung bei 37°C zwei 
Stunden lang. 


























EE 

Vor der Verdauung . . . . . | 16.1 161 . 16.1 
Nach der Verdauung >.. <| 202 | 201 | 202 
Differenz 2222222... 1 Ai | 41 | 41 


Dieselben Flüssigkeiten nach 48stündiger vollständiger Verdauung 
zeigten folgenden 


Refraktometerindex . . . . . 205 | 204 | 204 
44 | 43 | 43 


I 








Differenz e, 


Der Verdauung von 0,lg Fibrin entspricht ein Indexausschlag 
4,3 Teilstriche in 10 cem des gesamten Volumens der Flüssigkeit. 


In einer Arbeit, welche sich mit den die peptische Verdauung 
hemmenden Faktoren beschäftigt, mußten wir die Wasserstoffionen- 
konzentration berücksichtigen. Nach Sörensen!) ist die Wirkung der 
H -Konzentration auf die Tätigkeit der Fermente zweierlei Art: 


1. Die Fermente sind amphotere Elektrolyte, die entweder als 
Anionen bzw. Kationen oder als undissoziierte Moleküle wirksam sind; 
von der H-Konzentration hängt aber ihr Dissoziationsgrad und 
-charakter ab, und damit erklärt sich, daß die Fermente nur in be- 
stimmten, ziemlich engen [H ]-Grenzen wirksam sind und ein bestimmtes 
Wirkungsoptimum besitzen. 


2. Die Beständigkeit der Fermentlösungen hängt von der H. 
Konzentration ab. Bei Untersuchungen der Einwirkung einer so stark 
moderierten Flüssigkeit wie des Blutserums auf die peptische Ver- 
dauung darf man keines der beiden Momente vergessen. Das Optimum 
der Pepsinwirkung auf Fibrin fanden wir im Versuch 3 zwischen 
py = 1,2 und 1,8, und zwar bei einstündiger Verdauungsdauer. 


1) Diese Zeitschr. 21, 1909; Ergebn. d. Physiol. 12, 1912, 
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Versuch 3. 
Wigegláschennummer : 1 H IN V V Vuivum| X | x ES 
=. 4 == —— Sg == ne Po OE ` E Š 
ail HCI... com 10 — — lee et Diss 
np HCl ...., el ld. a= er A er ss 
n/10 HCI.... `. .— —!10 9 |8 7 6 5 |4 I3 2 
Glykokoll*) .. „ == =|="1 I|2 I3 ¡4 |5 ¡6 7 8 
Pepsin .. . . . R kr EE E AE At E 24 
O E — — | 1011|12|14 16/19 22 26 29 


°) Sórensens Puffer: 7.505 g Glykokoll und 5,85 g Natriumchlorid im Liter. 


pa wurde mittels Indikatoren von Clark und Lubs*) bestimmt und 
mit der Chinhydronelektrode kontrolliert. 
Sonst wird alles wie im Versuch 1 und 2 durchgeführt. 








1 H | M EE V! vn, EE D O NX N 


ern — -n-i A 





Vor der Verdauung . 36,0 18,7 16,7 17,0 17: ER 


Nach einstiindiger Ver- | 
dauung . 2... . -[36,221,1 20,3 20,0:20,6/2 EE 


Differenz . ...... A 0,2) 24 3,6*) 3,0| 3,4] 32) 29 2,61 1,75] 0.3; 0,4 


°) In diesem Falle, wie in den zwei ersten Proben befindet sich Salzsäure in PEE NAA 
Lösung, dadurch Ppg-Änderung während der Verdauung. (Vgl. Sörensen, Ergebn. d. Physiol. 12. $54.) 


Ferner wurde die Salzsäurewirkung auf Fibrin bei Abwesenheit 
von Pepsin bestimmt. 
Zusammensetzung der Proben wie eech nur ohne Pepsin. 





parajes 18,45 19.920.0 























EME d ES 


ES l | a 
Vor dem Aufenthalt im Thermostaten ` 38,2 : 190 EJE 17.0 | 180 ; 192 
Nach einer Stunde im Thermostaten u 38,4 SN 19.3 17,1 . 18,0 195 











Differenz . 22 om on . 02| 03| 01 00| 03 


Nachdem wir dasWirkungsoptimum dieses Pepsins zwischen pg = 1,2 
und pg = 1,8 gefunden haben, war es uns möglich, in späteren Ver- 
suchen als Indikator das Thymolblau zu verwenden, das bei py = 1,7 
bis 1,8 seine gelbe Farbe ins rote umschlägt. 

Die Dauerhaftigkeit des Pepsins in H -Konzentrationen, die kleiner 
sind als die optimalen, bestimmten wir im Versuch 4. 


Versuch 4. 


` Wägegläschennummer: | 1 u UN HI IV v v vI | vn Ko x x 


8,25 En 7,25| 6,9) 6,6; 63 5,15) 3,85 




















Na, HPO,*) EE 97 9,35 
Citronensáure*) . . . . 03: 065 Län 225| 275| 3,1 3,4 3/7: 4,85) 6,15 
0,85proz. NaCl . . . . 200 40,0 40,0 40,0 [40,0 40.0140.0 40.0 40.0 40,0 
pa ..... -1 80 Te | To | 68 |] 66 64 62 60 50 | 40 








°) Puffer nach Mar Traine, nach. Clark, Determination of the Hydrogenionconcentration 
1923. S. 116. 


1) Clark, Determination of H-Ionkonzentration 1923. 


Wesen des sogenannten Serumantipepsins. 303 


Es wurden Proben von 1 cem Pepsinlósung und je 4 ccm Flüssigkeit 
von einzelnen Kolben mit Thymolblau als Indikator titriert, und dabei 
wurde verbraucht (bis zum py = 1,7): 





EE | |y [y wm vm m j X 
"ai 21] 19| 18 | 16 16] 16 | 15 | 135 | 12ccn n5 HO 
In zehn Wägegläschen wurden je 2 cem Pepsinlósung und je 8 cem 


Flüssigkeiten von den Kolben gegeben; die Mischung wurde im Thermo- 
staten bei 37°C 11, Stunde gehalten, n/5 HO 

















Wägesläschennunmer: ja | II In HI | IV |y | vi | VII vm IX | x 











in dar Menge vocon To 32 as 36132. 32 "asian 27124 


zugesetzt; dann wurde der Index abgelesen, je 0,1 g Fibrin zugefügt 
und 75 Minuten im Thermostaten verdaut. 





METE | | LAA, iv vu vm: ES? | x 
| E 


Ë 
Vor der Verdauung . f gel 188; 188 189 ege 18,6. 18,7 187 18,7: 18,7 
Nach der Verdauung 19,0 |19,0'18,9|19,0| 19,0. 20,8 | 21, oj 210 


Differenz . ..... Lal o2| 01] 011 02; GE 18 91 23| 23 


Es war nun festzustellen, wie groß waren die Irrtümer, die bei den 
früheren nn durch die Nichtberücksichtigung 
der beiden Faktoren, d.i. 1. [H ]-Wirkungsoptimum des Pepsins und 
2. ihrer Zerstörung in Flüssigkeiten vom Pu > 6 verursacht wurden. 
In dieser Absicht wiederholten wir das Experiment nach der Vorschrift 
Oguros mit normalem Menschenserum, wobei py einzelner Proben vor 
dem Ansäuern und nach Salzsäurezusatz bestimmt wurden. 


Versuch A. 
Serum des normalen Menschen: 1 ccm mit 9 cem 0,85proz. NaCl verdünnt. 



































EE EE | I n i m | IN | v 
0.85 proz. NaCl com 6 5,85 57 1 54 | 48 
n 0 Serum . ... , | 0 0,15 0,3 06 Lä 
Pepsin ...... e. 26. 362 1,2 1,2 1,2 1,2 
DO RAR er a 4,7 6,0 6,2 6,5 6,6 








Nach 30 Minuten im Thermostaten bei 379 C wurde zu jeder Probe 
zugesetzt: 


HO ......... 1,0 | 1,0 10 , 10 ! 10 
n5 HCI...... 0,75 i 0,75 075 ` 075 | 075 
EREECHEN io 1⁄8 19 20 . 23 . 26 





Dann wurde alles wie in vorigen Experimenten ausgefúhrt und 1 Stunde 
im Thermostaten bei 37°C gehalten. 





Vor der Verdauung . .|| 176 | 17,8 17,8; 180 18,0 
Nach der Verdauung 206 : 200 196 ; 183 18,3 
Differenz ....... | 30 | 22 | 18 | 03 | 03 
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Schon nach Zugabe von 0,1 cem des zehnfach verdünnten Serums 
auf 2,4 cem des Gesamtvolumens beträgt das py der Mischung 6,2, um 
nach 0,4 cem Serum bis 6,6 zu steigen; nach dem Ansáuern verschob 
sich pg auf 1,9 bis 2,6, wáhrend die Kontrollprobe einen dem 
Optimum nahen Wert 1,8 zeigte. Es war daraus zu ersehen, daß das 
Ogurosche Experiment das vom pp abhängende Wirkungsoptimun 
des Pepsins nicht berücksichtigt, und daß der von Oguro zur Demon- 
stration der antipeptischen Wirkung als unentbehrlich angesehene 
halbstündige Aufenthalt des Pepsins bei pa — 6 seine Verdauungs- 
kraft zerstört; beide Fehlerquellen machen sich schon bei geringstem 
Serumzusatz geltend. Die mit den so untersuchten Mischungen an- 
gestellten Verdauungsproben zeigten eine dem Serumzusatz und dem 
damit wachsenden pg entsprechende Zunahme der hemmenden Kraft. 


Hängt aber die Hemmungswirkung des Serums von keinem anderen 
Faktor ab als nur von dessen Fähigkeit, das py der Mischung zu ändern, 
so müßte sich die Erscheinung mit Puffern vom entsprechenden py 
ohne Serumanwendung genau nachahmen lassen. Diese Vermutung 
wird durch den Versuch 6 bestätigt. 














Versuch 6. 
NEE WEE e " | II I | IV Ä v 
Mac Ilvaines*) Puffer (py in | 
Klammern angegeben) 6,0 (6,0) | 6,0 (6,2) | 6,0 (6,4) | 6,0 (6,6) 
Pepsin. Q sn aa a 2 2. ee 1,2 | 1,2 | 1,2 1,2 








*) Mac Ilvainex Puffer, fünfmal mit Wasser verdünnt. 


30 Minuten im Thermostaten bei 37°C. 





2 Í 0,1 0,37 0,55 
EES SE a > x. SE e O m. S 1,75 1,65 138 , 12 
De la Ea a 19 | 20 23 | 26 

Alles wie in Versuch 3. 
Vor der Verdauung . . 2.2... | 16,5 | 16,6 16,4 16,2 
Nach der Verdauung e, 18,9 | 18,6 o 16,8. | l65 ` 
Ditferenz `... |F 24 |} 20 | 04 . oi 


Die Verdauungsproben zeigen Indexausschláge, die den Ausschlägen 
von Versuch 5 fast vollständig entsprechen. 

Wenn aber die wie im Versuch 5 mit Serum zubereiteten 
Lösungen vor dem Thermostatenaufenthalt bis zu pe = 5,2 (Indikator 
Methylrot), aus dem Thermostaten herausgenommen aber bis zum 
Optimum angesäuert wurden, zeigte sich die Verdauungskraft in allen 
Proben gleich, unabhängig von dem zugesetzten Serumquantum. 
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Versuch 7. 
re Ayagesiäschehnummer: | I II I m | av o 
Pepsit 2... 5:2 w 2 ua ele wu ccm | 4 4 4 4 
0,85 proz. NaCl ....... „ | 20 19 17 16 
n/10 Serum ......... zo 0 1 3 4 
O b re | AN 6,0 6,5 6,6 


Es wurden je 7 cem in Wágegláschen mit Bezeichnung I bis IV 
und 1 bis 4 von entsprechenden Kolben entnommen. Zu den Gláschen 
1 bis 4 wurden je 2 Tropfen n/5 HCl zugefügt. Alle Gläser kamen auf 
Lé Stunde in den Thermostaten (37°C), dann wurden zu den Gläs- 
chev I bis IV je 0,75 cem n/5 HCl und zu den Gläschen 





E 1 | 2 | 3 d a 


ap HC .......... com | 075 | 08 | 22 | 26 

















zugegeben. Dann wurden alle Proben nach der Zufügung von 0,1 g 
Fibrin auf 1 Stunde in den Brutschrank (37° C) gestellt. 





s EEGENEN 









































Vor der Verdauung . . . . . . . 18,5 18,7 18,95 x 19,0 
Nach der Verdauung . . . . . . [| 219 22,0 221 ¡ 223 ` 
Differenz `... 34 | 33 | 315 | 33 
MS x u | I | E 8 E m MW IV 
vor der Verdauung . . . . . . . | 18,5 | 18,5 18,9 19,0 
nach der Verdauung . . . . . .( 220 | 21,7 19,2 19,3 
Differenz .. 2.222 222020. | 35 | 32 | 03 | 03 





Der Versuch 8 beweist, daß auch ein viel größeres Serumquantum 
keine Hemmungswirkung entfaltet, wenn nur die Pepsinzerstörung 
im Thermostaten ausbleibt und beim Verdauen Salzsäure bis zur Er- 
reichung der optimalen H -Konzentration der Probe zugesetzt wird. 
Sogar 5 ccm sechsfach verdünnten Menschenserums auf 7 ccm Gesamt- 
volumen bewirkte keine Hemmung. 





























Veruch 8. 

O Wägegläschennummer: || I | 
= — — — e A ee massa pa Ee ja GN geg RR a a 
0,85 proz. NaCl... ....... com | 4,5 
nl HO cia ee Io 
SCHERER aa aa E Dei rr N 1,5 
Serum (normales Menschenserum sechs- | 

fach mit 0,85 proz. NaCl verd.) .ceomi 0 
Pepsi z dicas Ea A 3 " 1 
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Nach Indexablesung und E (0,1 g), einstündiger Aufent- 
halt i im Thermostaten bei 37° C. 














w ageglásc hennummer : I . H Mm IV `v 
Vor der Verdauung . . . . . . . ccm I8 0: 941 244 2485. 24.0 
Nach der Verdauung . . . + + s s n 220 286 28,4 28.6 DNT 
Differenz . o o ooa oe o a 4.0 45 40 3.75 3.8 


Nachdem wir uns überzeugt hatten, da sich im Serum kein anderer 
die peptische Verdauung hemmender Faktor nachweisen läßt, als nur 
die Fähigkeit des Serums, die H-Konzentration der Pepsinsalzsäure- 
lösungen zu ändern, war weiter ein Beweis zu erbringen, daß stärkere 
Hemmungswirkung des Serums einer stärkeren Fähigkeit der Säure- 
bindung entspricht. Die Blutsera verschiedener gesunden und kranken 
Individuen mit Salzsäure (Thymolblau als Indikator) titriert, ver- 
brauchen verschiedene Säuremengen: jene Sera, die mehr verbrauchten, 
zeigten stärkere Hemmungswirkung; als Beispiel dient 


Versuch 9. 
Serum A des gesunden Menschen: 1 cem Serum — 9ccm 0,85 proz. 
Na Cl; Serum B (nach Magenresektion): 1 cem Serum + 9 ccm 0,85 proz. 
NaCl; Serum C (Magencarcinom) Leem Serum + 9ccem 0.85 proz. 
NaCl. Je 5ccm der verdünnten Sera wurden mit n/10 HCI (Thymol- 
blau als Indikator) titriert; dabei wurde verbraucht: 
A 0,9, B 0,8, C 0,7 cem n/10 HCl. 


la x 2a i 3a | 4a 5a 
Pepsin . ¿Com 12 1.2 | ES 12 = 
0,85 proz. Na ar z 28: Uš 6.0 5,7 5, 45 3 9 
Serum A . Eee 0 O. 3 0.9 1.5 21 


1b bis 5b wie oben, aber mit Serum B. 
Ze bis 5c wie oben, aber mit Serum C. 
Nach 1 Stunde bei 37% wurde je 1,5cem n/10 HCl zugesetzt, 
Index abgelesen, Fibrin (0,1 g) zugesetzt und nach 1 Stunde Verdauung 
wieder der Index abgelesen. 














la | 2a | | 3a EN | ES | | 5a 
> Š LF Pe e E 

Vor der Verdauung .. , 182 x 18.2 185 188 ı 19.0 
Nach der Verdanung . 20.3 20.3 | 193 | 190 ` 19.1 
Differenz `... .. 21 | 21 ' 08 | 02 | m 

l | 2b | 3b Í Ap | 5b 
Vor der Verdauung . . | 18.2 x 18.3 | 18,5 | 18,7 18.8 
Nach der Verdauung ` 20,4 204 ` 19.8 19,0 19,0 
Differenz 222.2... 55. E ©] 13 | 03 0,2 
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` 2c | 3c | de | | Sç | 
Vor der Verdauung . . . . . .. | 181 18,4 | 18,6 | 18,7 
Nach der Verdauung . . ...., 204 200 | 190 | 19,0 ` 
Differenz ............ 923 | 16 | 04 | 03 


Daß auch die Verdauungstätigkeit einen Einfluß auf die hemmenden 
Eigenschaften des Serums ausübt, ergibt sich aus Versuch 10, welcher 
mit nüchternen und während der Verdauung (3 und 4,5 Stunden nach 
dem Essen) entnommenen Sera angestellt wurde; die Unterschiede 
lassen sich durch Salzsäuresekretion im Magen [Hubbard und Mun- 
ford!)]| und Eiweißzunahme im Blute während der Verdauung er- 
klären. 


Versuch 10. 


Normales Menschenserum: A. nüchtern 1 ccm + 9ccm 0,85 proz. 
NaCl; B. 3 Stunden nach dem Mittagessen 1 ccm + 9 ccm 0,85 proz. 
NaCl; C. 4,5 Stunden nach dem Mittagessen 1 ccm + 9 ccm 0,85 proz. 
NaCl. 

pa des Harns betrug: Nüchtern 5,0; 3 Stunden nach dem Essen 
5,4; 4,5 Stunden nach dem Essen 6,0. 














E, la ` 2a | 3a u 4a 
0,85 proz. NaCl... .... com ml 6 ou an | 54 5,1 
Serum A. k 0 03 | 66 | 09 
Pepsin 2 2 m an >10 10 | 1⁄0 1.0 


2b bis 4b wie oben, aber mit Serum B. 

2c bis 4c wie oben, aber mit Serum C. 

Halbstündiger Aufenthalt im Thermostaten bei 379 C, Index- 
ablesung, Fibrinzusatz (0,1 g), einstündige Verdauung bei 37°C 
neuerliche Indexablesung. 











la | a 3a 





























E EN | 
Vor der Verdauung . ...... | 180 . 1805 , 181 18,4 
Nach der Verdauung . .. .. . | 20,7 | 20,6 | 18, 6 ah 19,0 
Differenz ............ | 2⁄ | 255 | 05 | 06 
u o o o EC o | I 35. d 4“ 
EN E w Se Be 
Vor der Verdauung . . . . . . . | 18.2 | 18,3 | 18,45 
Nach der Verdauung . . .... |] 20,2 | 18,6 | 18,85 
| 2.0 03 | 0,4 


Differenz . . . 2.2 2 2 2 2 2 2. 


1) Arch. of intern. Med. 35, 576, 1925. 
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| 2c 3 c 4c 
A a EN i —_— x De See? 
Vor der Verdauung . . ..... | 18,1 IER 18.4 
Nach der Verdauung ...... | 19,7 18,5 | 18.7 
Differenz . . 22 2 222000. | 1,6 0,3 | 0.3 


Die oben beschriebenen Versuche beweisen eindeutig, daß im 
normalen Serum kein die peptische Wirkung hemmender Körper 
nachweisbar ist, wenn man nur die Wasserstoffionenkonzentration 
als einen die Pepsinwirkung wesentlich beeinflussenden Faktor in 
Betracht zieht. Dem Blutserum ist, dank seinem Gehalt an Bicarbonaten, 
Phosphaten und Eiweißkörpern, die Fähigkeit eigen, seine Wasserstoff- 
ionenkonzentration konstant zu erhalten, und eine derartig stark ge- 
pufferte Lösung darf man nicht der physiologischen Kochsalzlösung 
gleich setzen, ohne grobe Fehler zu begehen. Das py des Blutes unter- 
liegt zwar im lebendigen Organismus keinen bedeutenderen Schwan- 
kungen, doch seine durch Titrierung feststellbare Fähigkeit, in vitro 
Säure zu binden, variiert stark, was von physiologischen und patho- 
logischen Bedingungen abhängt. 

Wenn wir die Resultate und Schlüsse der bisherigen Antipepsin- 
forschungen betrachten, so lassen sich zwei Richtungen unterscheiden: 
Die einen Autoren nehmen ein spezifisches, durch Selbstimmunisierung 
im Blute entstehendes Antiferment an, andere leugnen die Spezifität 
des Antipepsins und erklären die Hemmungswirkung durch den Gehalt 
des Serums an Salzen und Eiweißkörpern, ohne näher in den Mecha- 
nismus ihrer Wirkung einzugehen!). Die Annahme eines spezifischen 
Antifermentes hat zu einer Theorie des Magengeschwürs sowie Diagnose- 
und Heilungsversuchen dieser Krankheit geführt. Die Unregelmäßigkeit 
der Resultate Liebleins u.a. kann man leicht durch die bekanntlich 
großen Schwankungen der HCl-Sekretion und motorischen Störungen 
bei Magengeschwür erklären, ohne an eine künstliche Theorie von 
Antifermentmangel oder Selbstheilung zu greifen. Die HCl-Sekretion 
im Magen bewirkt eine Schwankung des Säurebindungsvermögens des 
Serums, besonders wenn infolge von motorischen Störungen die aus- 
geschiedene Salzsäure nicht mehr im Darme resorbiert wird; die 
Zustände der sogenannten Alkalose nach künstlichem Pylorusverschluß 
und Fälle von sogenannter gastrischer Tetanie bei Magenkranken 
können damit im Zusammenhang sein. Daß wir bei der Hemmung der 
Pepsinverdauung durch Serum nicht mit einem spezifischen, von der 
Magenfunktion abhängigen Antiferment zu tun haben, scheint auch 
unser Experiment zu beweisen, in dem das Serum eines total gastrek- 


1) Mit Ausnahme Dezanis (s. oben). 
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tomierten Hundes mehrere Monate nach der Operation entnommen, 
gleiche Hemmungskraft zeigte, wie bei normalem Tiere. Was die 
Resultate Kohlers anbelangt, der im Jahre 1923 bei der Fermentunter- 
suchung die Wasserstoffionenkonzentration nicht berücksichtigt, so sind 
diese unbedingt auf falsche Schlüsse gestützt; in seinen Versuchen 
ändert die Serumzugabe das py der Proben ganz unregelmäßig, aber 
jedenfalls sehr bedeutend. Es ist auch kein Wunder, daß seine klinischen 
Resultate nicht bestätigt wurden. In seinem primitiven Experiment 
über die Abspaltung des Antipepsins vom Pepsin im Serum wurde 
natürlich das Pepsin, einige Stunden im py = 7,35 gehalten, zerstört, 
vergrößerte aber durch seinen Eiweißgehalt die hemmende Kraft des 
Serums. In unserer Arbeit haben wir die Frage des sogenannten 
Immunisationsantipepsins nicht berührt, denn auch ein positiver 
Erfolg könnte keinen Beweis für die Existenz eines spezifischen Anti- 
pepsins erbringen. Beim parenteralen Darreichen der Pepsinpräparate 
werden ja Eiweißkörper mit eingeführt und nicht reines Pepsin!), diesen 
Eiweißkörpern solle man eher die immunisatorische Wirkung zu- 
schreiben. Wenn wir die Untersuchungen Bergers?) über den Eiweiß- 
spiegel des Blutserums während der Proteintherapie mit den Resultaten 
von Gruca und Jankowska?) vergleichen, bemerken wir zahlreiche 
Analogien. Wir müssen uns an die Behauptung Abderhaldens und 
Wertheimers*) anschließen, daß bis zur Darstellung der Fermente als 
genau bestimmte chemische Einheiten nicht von den Antifermenten, 
sondern lediglich von einer antifermentativen Wirkung gesprochen 
werden darf. 

Die Frage der in inaktivierten Pepsinpräparaten gefundenen 
Hemmungskörper können wir hier nur ganz kurz streifen. Wir fanden, 
daß manche Pepsinpräparate (wie z.B. „Pepsin Witte“ von Kahlbaum) 
trotz der starken peptischen Kraft nach der Inaktivierung keine 
Hemmungswirkung zeigen (Versuch 11), und glauben, daß die von 
Schwarz?) entdeckte Erscheinung von Verunreinigungen mancher 
Pepsinpräparate abhängt. 

Versuch 11. 
A. 0,25 g „Pepsinum purissimum“ Merck in 50 ccm 0,3proz. HCl. 
B. 0,25 g „Pepsin Witte“ Kahlbaum in 50 cem 0,3proz. HCl. 





1) Seit einiger Zeit ist ein Präparat im Handel, das die Aufschrift 
„Pepsinum absolutum‘ trägt. Es scheint dieses absolute Pepsin eine sehr 
relative Reinheit zu besitzen. Beim Erhitzen gibt dieses Präparat einen 
stärkeren Eiweißniederschlag als irgend em anderes Präparat. 

2) Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 28, Heft 1/4, 1922. 

3) Przeglod chirurgiezny (polnisch) 3. 1924. 

3) Fermentiorschung 6, 286, 1923; Ber. üb. d ges. Pathol. u. exper. 
Pharm. 18, 275. 

°) Hofmeisters Beitr. 6, 524, 1905. 
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Von jeder Lösung wurden 25ccm entnommen und 10 Minuten 
lang in kochendem Wasser gehalten, dann filtriert und das Filtrat zu 
Verdauungsproben benutzt. 








A “|| Bo Ib 2b 
Pepsin A. . . .com E: 3 Pepsin B. . . eem 3 3 
0,3proz. HCI.. „ 6 0 |03proz.HCl .. , 6 0 
Filtrat A. ... , 0 6 FiltratB.... , 0 6 


Index wurde abgelesen, Fibrin (0,1 g) zugesetzt und 1 Stunde im 
Thermostaten gehalten. 





la | 2a 1b 2b 
— Ee D - -—- -= - ze Į — pe i š 
Vor der Verdauung . . . 2... 16,6 17,7 16,3 17.7 
Nach der Verdauung . . + + + + 19,5 20,3 | 194 , 20.8 
Differenz: A 2 ee a ie a 2,9 | 2,6 | 3,1 | 3.1 


In der Literatur über Antipepsin findet man zahlreiche Angaben 
über gut beobachtete Erscheinungen, die aber erst nach Berück- 
sichtigung der Wasserstoffionenkonzentration verständlich werden; 
so z. B. die große Wirksamkeit der Extrakte Wetlands, die mit sekun- 
därem Natriumphosphat erhalten wurden, die Unentbehrlichkeit der 
„Bindung des Antiferments mit Ferment“ im Brutofen vor der An- 
säuerung, die Schwächung des ,,Antipepsins* durch Säure. 

Daß diese Erscheinungen in der Zeit vor den Arbeiten Sörensens 
und Michaelis irrtümlich gedeutet werden konnten, ist verständlich. 
Dagegen ist es schwer verständlich, daß in den letzten Jahren, während 
in allen Gebieten der Biologie und Medizin die Bedeutung der H`- 
Konzentration in einer kaum mehr zu übersehenden Zahl der Arbeiten 
gewürdigt wird, Untersuchungen über ein mutmaßliches Antiferment 
ohne Berücksichtigung dieses Faktors veröffentlicht werden. Das Anti- 
pepsin ist bis jetzt noch nicht nachgewiesen worden, und es gibt keine 
einzige Tatsache, die dafür spräche, daß ein solcher spezifischer Faktor, 
der die Pepsinwirkung zu hemmen oder das Pepsin zu binden vermöge, 
in der Blutbahn oder in der Magenwand existierte. Es gibt in der 
gesamten Literatur dieses Gegenstandes (von den Arbeiten Rubinsteins 
und Dezanis abgesehen) kaum einen einwandfreien oder klar zu 
deutenden Versuch. Man wird in dieser Frage der Ansicht von Bayliss 
beistimmen, der sie folgendermaßen zusammenfaßt: ‚Es ist sehr 
zweifelhaft, ob wirkliche Antifermente existieren. Manche von den 
ihnen zugeschriebenen Wirkungen lassen sich durch Veränderung der 
Wasserstoffionenkonzentration erklären, andere durch Adsorption an 
Kolloide.“ 
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Nun kann aber gesagt werden, daß es gleichgültig ist, ob der die 
Pepsinwirkung hemmende Faktor spezifisch oder unspezifisch sei, 
wenn es sich um die Rolle dieses Faktors in der Ätiologie des runden 
Magengeschwürs handelt, die Schwankungen der antipeptischen Wirkung 
des Blutserums, die man von Fall zu Fall feststellt, hätten trotzdem 
ihre pathologisch-physiologische Bedeutung. 

Dazu sei bemerkt, daß die Schwankungen in der Fähigkeit des 
Plasmas, Säuren zu neutralisieren, unter physiologischen Bedingungen 
nicht so in Wirkung treten können, wie in allen Versuchen in vitro, in 
welchen die antipeptische Wirkung demonstriert wird. Das Pepsin, 
welches in die Blutbahn gelangt, wird infolge der dort vorherrschenden 
Wasserstoffionenkonzentration selbstverständlich zerstört; auf die 
Wirkung des Pepsins im Lumen des Magens hat die neutralisierende 
Wirkung des Blutes keinen Einfluß. Was aber die Fähigkeit des Blutes 
anbetrifft, den Geweben der Magenwand genügend Alkali zuzuführen, 
damit deren alkalische Resistenz im Kontakt mit dem sauren Magen- 
inhalt erhalten bliebe, so wird, falls dieser Faktor überhaupt in Frage 
kommt, die Größe der Zirkulation und ihre Schwankungen sicher eine 
viel bedeutendere Rolle spielen, als Menge der Basen, welche das Blut 
an die Gewebe abzugeben vermag. Es ist auch nicht bekannt, daß die 
pathologischen Zustände, in welchen die sogenannte Alkalireserve des 
Blutes herabgesetzt ist, zur Bildung des peptischen Geschwüres prä- 
disponierten. 

Zusammenfassung. 

Die hemmenden Wirkungen, welche das Blutserum auf die peptische 
Verdauung saurer Lösungen auszuüben vermag, sowie als die Bindung 
des Pepsins an ein Antipepsin des Blutserums gedeutete Erscheinung 


lassen sich restlos durch Verschiebungen der Wasserstoffionenkonzen- 
tration infolge Serumzusatz erklären. 
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Zur Biochemie des Baeterium pyocyaneum. 


Ein Beitrag zur Frage seines Stoffwechsels und dessen Beziehungen zur 
intramolekularen Atmung. 


Von 
Oskar Acklin. 


(Aus dem hygienischen Institut der Technischen Hochschule Zürich.) 
(Eingegangen am 13. August 1925.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


Die überaus große Mannigfaltigkeit der Stoffwechselvorgänge ist 
bekannt. Das Problem des Lebens in seiner Gesamtheit hat sich gerade 
durch die Forschungsergebnisse der letzten 20 Jahre besonders auf 
dem Gebiete der Kolloidchemie als verwickelter erwiesen, als man 
bisher anzunehmen geneigt war. Trotzdem dürfte heute in der Biologie 
allgemein anerkannt sein, daß Lebensvorgänge, ob sie sich in der überaus 
komplizierten Zelle des menschlichen Organismus oder in der einfachen 
Bakterienzelle abspielen, im Prinzip dieselben Gesetzmäßigkeiten auf- 
weisen und mit der gleichen Zweckbestimmung ablaufen. 

In diesem Sinne möchten die vorliegenden Untersuchungen als 
Beitrag zum Chemismus des Lebens aufgefaßt und bewertet werden. 

Zur Untersuchung der Lebensvorgänge bedienen wir uns aus- 
schließlich physikalisch-chemischer Methoden, wie sie ung vorwiegend 
die wissenschaftliche Erfahrung des Laboratoriums an der unbelebten 
Materie in die Hand gibt. Nach den heute gältigen und in ihren Grund- 
zügen wohl richtigen Anschauungen über den Chemismus der Lebens- 
vorgänge dürften diese Methoden im Bereich ihrer technischen Leistungs- 
fähigkeit auch wahrheitsgetreue Resultate zeitigen. Sehr einfache und 
künstlich besonders übersichtlich gehaltene Lebensvorgänge, wie sie 
vor allem das Bakterienwachstum in anorganischen Nährlösungen 
darstellt, lassen derartige Untersuchungsmethoden als vorwiegend ge- 
eignet erscheinen, und es dürfte ihnen gerade bei den vorliegenden 
Stoffwechseluntersuchungen besondere Bedeutung zukommen. Denn 
die einfachen Bausteine, aus welchen hier die Bakterienzelle ihr Körper- 
eiweiß aufbauen muß, sowie die meisten Zwischen- oder Abbau- 
produkte und die energetischen Umsetzungen (Wärmetönung) bei 
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einer derartigen Lebenssynthese sind mit diesen Methoden vollstándig 
erfaBbar. Dies ist dort nicht immer der Fall, wo der Versuch unter- 
nommen wird, Stoffwechselvorgänge höher organisierter Zellen bzw. 
Zellsysteme zu ermitteln. 


Das eingehende Studium von Stoffwechselvorgängen der Bakterien- 
zelle bei genauer Kenntnis der vorhandenen Bausteine ist daher ein 
biochemisches Problem von grundlegender Bedeutung. 


In neuerer Zeit sind es vor allem Braun und Cahn-Bronner!), Braun, 
Stamatelakis und Kondo?), Braun, Stamatelakis, Kondo und Goldschmidt), 
Kondo*) und Wolff’), welchen das Verdienst zukommt, hier umfassende 
Arbeiten geliefert zu haben. Diese Autoren haben in Kulturflüssigkeiten, 
die aus chemisch genau bekannten, einfachen Substanzen zusammengesetzt 
waren, den Stoffwechsel der verschiedenen Bakterien untersucht und ge- 
prüft, aus welchen Stoffen und unter welchen physikalischen Bedingungen 
die verschiedenen Bakterienarten dauernd ihre Körpersubstanz aufbauen 
können. Es wird dabei auf die Beantwortung der Frage der Unent.behrlich- 
keit und unmittelbaren Assimilierbarkeit der dargebotenen Nährstoffe 
Wert gelegt. Ferner wurden Untersuchungen über die notwendige Quantität 
der unentbehrlichen Stoffe angestellt. Es wird dies als Prüfung des Ver- 
wendungsstoffwechsels bezeichnet, wobei weder die qualitativen noch 
quantitativen stofflichen und energetischen Umsetzungen daselbst, noch 
deren Beziehungen zu irgendwelchen biologischen Fähigkeiten der be- 
treffenden Organismen bis heute untersucht wurden. Allein schon bei diesen 
Arbeiten stellte es sich heraus, daß Stoffwechseleigenschaften und Wachs- 
tumsbedingungen zu beobachten waren, die bei Züchtung in den üblichen 
Nährböden nicht nachzuweisen sind. Ein ungeheures Tatsachenmaterial 
ergab sich allein schon bezüglich der verschiedenen synthetischen Fähig- 
keiten der verschiedenen Bakterienarten und sogar -rassen oder -stämmen. 
Aber ganz abgesehen von der grundlegenden Förderung, welche dadurch 
die Differentialdiagnose erfahren mußte, darf die Kenntnis des Verwendungs- 
stoffwechsels der Bakterien als Arbeitsmethode für die Erforschung ihrer 
biologischen Eigenschaften angesprochen werden. Braun und Cahn- 
Bronner äußern sich in einem ähnlichen Zusammenhange®): ‚Der Ablauf 
des Bakterienstoffwechsels und die Untersuchung der Stoffwechselprodukte 
werden unter solchen übersichtlich chemischen Verhältnissen der Bear- 
beitung in ganz anderem Maße zugänglich als in den üblichen Nährböden 
von unbekannter, schwankender Zusammensetzung‘. 


In der folgenden Arbeit wird nun der Versuch unternommen, am 
Bacterium pyocyaneum in übersichtlich chemisch wohldefinierten 
Kulturflüssigkeiten die Stoffwechsel- bzw. Abbau- oder Zwischen- 


1) Braun und Cahn-Bronner, Centralbl. f. Bakt. 1. O., 86, 1, 196, 380, 
1921; diese Zeitschr. 131, 226, 272, 1922. | 

2) Braun, Stamatelakis und Kondo, diese Zeitschr. 145, 381, 1924. 

3) Braun, Stamatelakis, Kondo und Goldschmidt, ebendaselbst 148, 
573, 1924. 

4) Kondo, ebendaselbst 155, 148, 1925. 

5) Wolff, ebendaselbst 158, 319, 1925. 

6) Centralbl. f. Bakt., 1. O., 86, 210, 1921. 
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produkte qualitativ und den Abbau des N-Stoffwechsels quantitativ 
darzustellen. Gleichzeitig wird der Verlauf, das Wesen und die Be- 
deutung, welche dabei der intramolekularen Atmung zukommt, unter- 
sucht. Außerdem war geplant, hierbei das Wesen der Toxinbildung zu 
studieren. Leider können hierüber, da die nötigen, zahlreichen Tiere 
fehlten, nur einige orientierende Versuche angestellt werden. Über 
diese Fragen, deren eingehende Beantwortung für später vorbehalten 
bleibt, können daher wohl bestimmte Vermutungen, aber keine exakten 
Angaben gegeben werden, insbesondere auch schon deshalb nicht, weil 
die toxischen Verhältnisse beim B. pyoc. aus verschiedenen Gründen 
wenig geeignet sein dürften, zutreffende Anschauungen über das Wesen 
der Toxinbildung von allgemeiner Gültigkeit zu ermitteln. 


Zunächst sei der äußere Aufbau der experimentellen Unter- 
suchungen und deren Zweokbestimmung kurz skizziert. Vorher noch 
möge folgende Bemerkung nicht überflüssig erscheinen: 


Trotzdem die vorliegende Arbeit eigene Wege geht, und trotzdem 
der Verfasser die Arbeiten von Braun, Cahn-Bronner und Mitarbeitern 
teilweise erst nach Abschluß, teilweise aus äußeren Gründen überhaupt 
nicht eingehend studieren konnte, hofft er dennoch, daß seine Unter- 
suchungen und deren Ergebnisse als Weiterführung der von den ge- 
nannten Autoren in ihren zahlreichen und wertvollen Arbeiten über 
den Verwendungsstoffwechsel der Bakterien niedergelegten Forschungs- 
ergebnisse aufgenommen werden. 


Übersicht über die Versuche. 


I. Es wird eine den vorliegenden Bedürfnissen genügende Isolierung 
und eingehende Identifizierung des verwendeten Pyocyaneusstammes 
ausgeführt, was im Abschnitt: Morphologische und biochemische Eigen- 
schaften des verwendeten Stammes, dargestellt ist. Damit dürfte 
dieser eindeutig charakterisiert sein, so daß eine Reproduktion der mit 
ihm ausgeführten Versuche keinen Schwierigkeiten oder Mißverständ- 
nissen begegnen dürfte. Ferner ist damit die Bewertung (Vergleich) 
des Stammes in optimalen Lebensbedingungen mit denjenigen in den 
tatsächlich gebotenen möglich. 


II. Der folgende Abschnitt: Untersuchungsmethoden, spricht für 
sich. Bezüglich der Methode zur Bestimmung der intramolekularen 
Atmung muß vermerkt werden: Die Nitroanthrachinonmethode von 
Bieling ist meines Wissens bis heute wenig oder gar nicht erprobt 
worden*). Der Umstand, daß diese Methode zu den vorliegenden 





1) Nach Abschluß der experimentellen Untersuchungen ist mir folgende 
Arbeit bekannt geworden: Kirchner, Arch. f. Hyg. 95, 280, 1925. 
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Untersuchungen Verwendung fand, wird zur weiteren Abklárung be- 
zúglich ihrer Brauchbarkeit dienen. 

III. Da für die vorliegenden Untersuchungen zum Teil bedeutende 
Abweichungen bezüglich der technischen Herstellung der Kultur- 
flüssigkeiten gegenüber den bekannten Vorschriften geübt wurden, 
war es nötig, die Wachstumsmöglichkeiten des B.pyoc. in solchen 
Nährlösungen vorher kennenzulernen. Außerdem mußten die Wachs- 
tumsverhältnisse unter dem Einfluß einer verschiedenen H-Ionen- 
konzentration festgestellt werden, und es wurde notwendig, den even- 
tuellen Einfluß der feuchten Kammer (verminderte O,-Tension) auf 
das Bakterienwachstum festzustellen. Dieser Fragenkomplex wird im 
Abschnitt: Lebensbedingungen des B.pyoc. in einfachen, chemisch 
wohl definierten Nährlösungen, behandelt, und zwar in folgenden 
Versuchsreihen, wo neben dem Bakterienwachstum auch die Farbstoff- 
bildung berücksichtigt wird: 

1. Bedeutung der einzelnen Bestandteile der Nährlösung für das 
Wachstum des B. pyoc. 

2. Wachstumsverhältnisse des B. pyoc. in der Nitratnährlösung 
Pu = 7,4. 

3. Die p,,-Verhältnisse. 

a) Phosphat-Karbonatpuffer, 
b) Reiner Phosphatpuffer. 

4. Die Karbonat- und Phosphatpufferung bei normaler und bei 

verminderter O,-Tension. 


IV. Im Abschnitt Der qualitative Stoffwechsel, werden 


A. im Nitrat-Milchsäure- bzw. Brenztraubensäuresystem in 12 Ver- 
suchsreihen qualitativ die Abbau- bzw. Zwischenprodukte der N- und 
der C-Quelle ermittelt, welche in den verschiedenen alten Kultur- 
filtraten mit und ohne Sulfitzusatz in ausgesprochen saurem (py = 6,6) 
und in ausgesprochen alkalischem (pa = 7,6) Reaktionsmilieu auf- 
treten. Gleichzeitig werden das Bakterienwachstum und die Farbstoff- 
bildung verfolgt. 

B. Im Ammonchlorid-Milchsäure- bzw. Brenztraubensäuresystem 
werden in 8 Versuchen unter ähnlichen Bedingungen wie bei A qualitativ 
die Abbau- bzw. Zwischenprodukte der N- und der C-Quelle ermittelt. 
Gleichzeitig werden das Bakterienwachstum und die Farbstoffbildung 
verfolgt. 

C. Im Pepton-Milchsäuresystem werden in zwei Versuchen qualitativ 
die Abbau- bzw. Zwischenprodukte der N- und der C-Quelle in zwei- 
und zehntägiger Kulturflüssigkeit (Anfangs- pa = 7,6) ermittelt und 
gleichzeitig das Bakterienwachstum und die Farbstoffbildung verfolgt. 
Die drei Versuchsreihen sollen vor allem folgende Fragen abklären: 
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1. Was fiir Abbau- bzw. Zwischenprodukte der N- und der C- Quelle 
treten auf, urd finden sich unter ihnen besonders labile Körper’? 

2. Sind die Abbau- oder Zwischenprodukte der C-Quelle eine 
Funktion der N- Quelle ? 

3. Besteht eine synthetische Kombination zwischen den Abbau- 
bzw. den Zwischenprodukten der N- und der C- Quelle ? 

4. Sind sogenannte Dehydrierungsvorgánge zu beobachten 1): 

V. Im Abschnitt Der quantitative Stoffwechsel, wird quantitativ 
der Abbau der N-Quelle in den fünf folgenden Systemen (Anfangs- 
pu = 7,5 — 7,6) verfolgt: 

1. Nitrat-Milchsäure, 

2. Nitrat-Pepton, 

3. Ammonchlorid-Milchsäure, 

3°. Ammonchlorid-Milchsäure + Mangan als Katalysator, 

4. Ammonchlorid-Brenztraubensäure. 


Die 10 tägigen Versuchsreihen sind direkt vergleichbar mit den 
entsprechenden qualitativen Reihen und dienen vor allem zur Ab- 
klärung der folgenden Fragen: 

1. Welchen Einfluß hat die N-Quelle auf die Bilanz und die Ge- 
schwindigkeit des Abbaus ? 

2. Welche Wärmetönungsverhältnisse sind dabei zu beobachten ? 

3. Wirkt Mangan als Katalysator auf die Geschwindigkeit des 
Abbaus der Stickstoffquelle ? 

4. Ist die Geschwindigkeit des N-Abbaus eine Funktion der C- Quelle 
(Brenztraubensäure) ? 


VI. Im Abschnitt Die intramolekulare Atmung, wird in 13 Sy- 
stemen mit dem Anfangs-py = 7,5 — 7,6 je in den Kulturen von 
6. 10, 24, 2x 24, 3 x 24, 5 x 24, 7 x 24, 9x 24 und 10 x 24 Stunden während 
10 Tagen fortlaufend die Größe der Nitro-Reduktion gemessen. 

I) Wieland (Ber. d. deutsch. chem. Ges. 146, 3327 bzw. 3333, 1913) 
hat beobachtet: Wird Milchsäure mit Palladium-schwarz geschüttelt, 
kann mit Phenylhydrazin Brenztraubensäure und Kohlendioxyd nach- 
gewiesen werden. 


CH,.C.OH.COOH + Pd — CH,.CO.COOH + Pd(H).. 


H 


Wird durch Schütteln mit Sauerstoff das Palladium weggenommen (Über- 

trarungskatalvse), so vermehrt sich das Kohlendioxyd und gleichzeitig 

wird in größeren Mengen Essigsäure angetroffen. 

(CH. CO. COOH — CH,.CHO +C0,.CH,.CHO — CH, . COOH. 
Carhoxylasewirkung 


Dehvdrierung 


Es könnte sich also hier um eine Carboxvlasewirkung (Neuberg) handeln. 
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Folgende Systeme werden untersucht: 


*0], Nitrat-Milchsäure, 

DU. Nitrat-Milchsáure + 0,05 Mn als Katalysator, 
DUT Nitrat-Milchsäure-Fleischextrakt, 

*02,  Ammonchlorid-Milchsáure, 

*02’ a. Ammonchlorid-Milchsáure + 0,01 Mn als an 
2’ b. Ammonchlorid-Milchsäure + 0,05 Mn als een 
2”. Ammonchlorid-Milchsäure-Fleischextrakt, 

3.  Ammonchlorid-Brenztraubensäure, 

* 4. Nitrat-Brenztraubensäure, 

*5. Nitrat-Pepton, 
D Nitrat-Pepton + 0,05 Mn als Katalysator, 
7. Nitrat-Pepton-Fleischextrakt, 
8. Fleischextrakt. 

* -= quantitativer Abbau der N,Quelle bekannt. 


D = Bakterienvermehrung bekannt. 


Dazu werden in den Systemen: 

1, 1” (mit 0,01 Mn), 1”, 2, 2'a (s. oben) nach entsprechenden Zeiten 
die Keimzahlen bestimmt. 

Die Versuchsreihen sind direkt vergleichbar mit den entsprechenden 
qualitativen und quantitativen Reihen und sollen folgende Fragen 
beantworten : 

1. Bestehen Beziehungen zwischen der N- und der C- Quelle, deren 
Abbau- oder Zwischenprodukten, der Vermehrungsgeschwindigkeit der 
Bakterien und der Nitroreduktion, und welche? 

2. Welcher Einfluß kommt hierbei besonders dem Pepton und dem 
Fleischextrakt zu ? 

3. Bestehen zwischen der Geschwindigkeit der Nitroreduktion und 
derjenigen des Abbaus der N- oder der C- Quelle faßbare Beziehungen, 
und welche ? 

4. Bestehen besondere Beziehungen zwischen der Nitratreduktion 
und der Nitroreduktion ? 

5. Beeinflußt Mangan als Katalysator direkt oder indirekt die 
Nitroreduktion ? | A 

6. Welche Ergebnisse zeitigen die vorgángig gemachten Beob- 
achtungen bezüglich der Brauchbarkeit der Nitroanthrachinon- 
methode zur Messung der intramolekularen Atmung, und können die 
besonders von Bielimg*) dargelegten Anschauungen über den Me- 
chanismus der intramolekularen Atmung bestätigt werden ? 


1) Bieling, Untersuchungen über die intramolekulare Atmung von 
Mikroorganismen. Zeitschr. f. Hvg. u. Infekt. 100, 270, 1923. 
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VII. Im Abschnitt Über Toxinbildung, wird anhangsweise berichtet 
über Beobachtungen, welche an etwa 20 Meerschweinchen gemacht 
werden, denen intraperitoneal verschieden alte sterile Kulturen des 
„B. pyoc. in chemisch bekannten Nährlösungen injiziert werden. Frage- 
stellung: Wie verhält sich die Virulenz der Pyocyaneumbakterien in 
Kulturen mit rein anorganischer N-Quelle, und erlaubt diese dem 
B. pyoc. die Bildung eines Toxins !) ? 

VIII. Im letzten Abschnitt: Zusammenfassung, werden die ge- 
wonnenen Versuchsergebnisse zusammengefaßt und gewürdigt. 


Morphologische und biochemische Eigenschaften 
des verwendeten Stammes. 


Alle Untersuchungen sind an unserem Institutsstamm ausgeführt 
worden, welcher vor etwa 2 Jahren aus ‚„grünem‘‘ bzw. „blauem Eiter" 
als Bacterium pyocyaneum isoliert wurde. 


Morphologische Kontrolle des Stammes. Vor Verwendung des Stammes 
zu den nachfolgend beschriebenen Untersuchungen wurde er nach dem von 
Eisenberg?) in seinen Variabilitätsstudien angegebenen Verfahren (Sektor:n- 
Oberflächenausstrich) auf seine Reinheit geprüft. 


Auf zehn nach nebenstehendem Schema her- 
gestellten Agaroberflächen (etwa 10cm Durch- 
messer) fanden sich insgesamt 200 vollkommen 
isolierte Kolonien. Alle gleichalterigen Kolonien 
wurden makroskopisch (Lupe) und mikroskopisch 
(Objektiv Leitz III/3) kontrolliert; ebenso wurden 
die Bakterien selbst mikroskopiert (Fuchsinausstrich- 
Ölimmersion). 

Von einer einzigen der 200 Kolonien wurden 
die Stämme Nr. 1, 2, 3 und 4 durch Stiche in 
Agarróhrchen (pg = 7,4 bis 7,6) hergestellt. Jeden 
Monat wurden diese untereinander identischen 
Stämme überimpft?). Stamm Nr. 1 wurde, wie unten angegeben, 
genauer identifiziert. Die Stämme Nr. 2, 3 und 4 dienten als Reserve- 
stämme. 

Identifizierung des Stammes Nr. 1. Die hierzu verwendeten Nahr- 
substrate waren: Nähragar, Nährgelatine, Nährbouillon, Nährbouillon 
mit 2 Proz. Glucose, Nährbouillon mit 2 Proz. Lactose und Nährbouillon 
mit 0,3 Proz. Natriumnitrat. Sie wurden nach den üblichen Vorschriften 
hergestellt, mit Liebigs Fleischextrakt und Pepton Siegfried" und mit 
2 n Sodalósung auf py = 7,4 bis 7,8 eingestellt. 

Der Milchnährboden (,, Bromkresolpurpurmilch** = B. C. P. M.) wurde 
nach der Vorschrift von Clark und Lubs*) hergestellt. 





1) Braun und Cahn-Bronner, diese Zeitschr. 131, 286, 1922; Dörr, 
Das Dysenterietoxin. Jena 1907. 

2) liisenberg, Centralbl. f. Bakt., I. O., 66, 1. 

2) Der Stamm wurde später nochmals mit gutem Erfolg auf seine 
Reinheit geprüft. 

t) M. Clark und H. Lubs, Journ. of Agr. research 10, Nr. 3, 1917. 
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Die Kulturen wurden bei 379 in der Regel bis zum zehnten Tage beob- 
achtet. 

Auf Nitrate wurde mit Brucin-Schwefelsäure geprüft. Auf Nitrite 
wurde in essigsaurer Lösung mit Jodkalium und Ausschütteln mit Schwefel- 
kohlenstoff geprüft. 

Auf Schwefelwasserstoff wurde mit Bleiacetatpapier in den mit Stanniol 
verschlossenen Kulturen geprüft. 

Auf Ammoniak wurde in mit Stanniol verschlossenen Kulturen mit 
Merkuroacetatpapier geprüft und außerdem, nach Zusatz von Magnesium- 
oxyd und Destillation, mit Nesslers Reagens. 

Auf Indol wurde nach der Ehrlich-Böhmeschen Methode!) geprüft. 

Die Farbstoffe wurden nach den Angaben von Lehmann und Neumann 
isoliert und identifiziert 2). 


E Morphologisch-kulturelle Eigenschaften. 


1. Mikroskopisches Aussehen (18stündige Agarkultur): Schlanke, 
zierliche Stäbchen, gelegentlich plumpe, kurze und ebenso zu kürzeren 
Fäden ausgewachsene Formen. Lebhafte Eigenbewegung. 

2. Färbbarkeit (18stündige Agarkultur): Mit Methylenblau und 
Fuchsin gut, nicht nach Gram. 

3. Temperatur (optimale Náhrlósungen). Wächst zwischen 32 bis 
38°C mit ungefähr gleich großer Intensität. Bei 22 und bei 42° ist dieselbe 
etwas geringer. 

4. Sauerstoffbedürfnis: Streng aerob in optimalen Nährböden mit 
organischen N-Verbindungen. Intensität der Stoffwechselvorgänge 
(Wachstum, Enzymproduktion und Farbstoffbilddung) durch anaerobe 
Bedingungen in oben genannten Nährmilieus merklich beeinträchtigt. 

5. Gelatineplatten: Makroskopisch und mikroskopisch den bei Leh- 
mann und Neumann?) beschriebenen Formveränderungen der entsprechend 
alten Kulturen für B. pyocyaneus und B. fluorescens entsprechend (Farb- 
stoffproduktion etwas geringer). 

6. Agarplatten: Gilt das bei Gelatineplatten Gesagte. 

7. Agarstich (18 stündige Kultur): Kráftig grauweißlich fett- 
glänzender Belag mit leicht gewellter Berandung. Preßwasser mit leichter 
Haut an der Oberfläche. Das spätere Stadium (dreimal 24 Stunden) zeigt 
intensive bläulichgrüne Farbstoffbildung mit grüner Fluoreszenz des Agars, 
wohinein eine kräftige Diffusion erfolgt. 

8. Agarstich (48stündige Kultur): Streng aerober, kräftiger, un- 
differenzierter Belag von tiefgrüner Farbe und starker Fluoreszenz im 
Nährsubstrat. 

9. Bouillon (48stündige Kultur): Kräftige, gleichmäßige Trübung mit 
aerober, weißlicher Haut, die sich nur schwer zerteilen läßt. Intensive, 
gelbgrün fluoreszierende Farbe, von der Oberfläche her langsam schwächer 
werdend. Leichter Bodensatz. 


1) Böhme, Centralbl. f. Bakt., I. O., 40, 129. 

2) Lehmann und Neumann, Atlas und Grundriß der Bakteriologie, 
II. Teil, 5. Aufl., 1912, S. 64 ff. 

3) Dieselben, ebendaselbst, I. Teil: Tabelle 32/33; II. Teil: 5. Aufl., 
1912, S. 407/408. 
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Il. Biochemische Eigenschaften. 
a) In Kulturen. 


1. Gelatinestich (22%): Nach 38 Stunden ist eine deutliche Stelle 
streng aeroben Wachstums zu beobachten. Das Bakterienwachstim im 
Stich ist direkt unter der Oberfläche deutlich vorhanden. Die Delle ist 
mit grauweißlichen feinen Flocken ausgefüllt. Keine Farbstoffbildung. 
Nach 48 Stunden aerob grün fluoreszierender Farbstoff. Durch Diffusion 
ist auch der inzwischen entstandene Trichter und sein flockiger Inhalt 
grünlich gefärbt. Nach sechsmal 24 Stunden zeigt sich vor allem aerob 
ein kräftig blaugrüner Farbstoff, während mittlerweile die bei Lehmann 
und Neumann für die Fluoreszenzgruppe gültigen morphologischen Phasen 
der Verflüssigung sich gefolgt sind. 

2. B.C.P.-Milch: Nach 24 Stunden Reaktion unverändert; norma 
flüssig; aerobe Haut- und leichte Farbstoffbildung. 

Nach 40 Stunden Reaktion unverändert, geleeartige Konsistenz bis 
feinflockiges kompaktes Gerinnsel, Farbstoffbildung aerob verstärkt. 

Nach 46 Stunden: Reaktion sehr leicht alkalisch, teilweise Lösung 
des Koagulums. ` , 

Nach 68 Stunden: Reaktion schwach alkalisch, Lösung des Koagulums 
schreitet weiter, Farbstoffbildung verstärkt. 

Nach 96 Stunden: Reaktion schwach alkalisch. Koagulum beinahe 
vollständig gelöst. 

Nach 120 Stunden: Reaktion schwach alkalisch ; allgemeine Zersetzungs- 
erscheinungen (letzte Reste des Koagulums und Farbstoff). 

Nach 170 Stunden: Reaktion schwach alkalisch; vollständige Zer- 
setzung der ursprünglichen Kultur einschließlich Farbstoff. 

3. Gasbildung: a) aus Glucose: negativ; b) aus Lactose: negativ. 

4. Säure- und Farbstoffbildung: a) aus Glucose; b) aus Lactose. 


Bebrütung | Sšurebildung (pa Werte) a Farbstoffbildung o 
in Stunden I à b š | b 
| | | 
d 7,6 7,6 — — 
18 1.9 8,0 — — 
3 x 24 7.8 8,0 gelbgrün — 
4 x 24 7.8 8,2  hlaugrün — 
5 x 24 7.8 8,2 S grüngelb 
6 x 24 7,8 8.2 e A 
7 x 24 7,9 8,4 | S = 
8x 24 7.9 | 8.4 erünblau e 
10 x 24 7.9 | 8.4 a 


” 


5. Ammoniak. 
a) Aus Bouillonkulturen (37°): 
Während 0 bis 24 Stunden Bebrútung . . negativ 
Nach 26stündiger Bebrütung (dest. Kultur. positiv 
b) Aus Gelatinekulturen (22°). 
Nach 30stündiger Bebrütung . . . . +. schwach positiv 
. 5418 Sé de co... . stark s; 
„ zehnmal 24stündiger Bebrütung . . schwach ,, 
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6. Indol. | 
7stündige Bouillonkultur?). . . . . . . negativ 
14 .. s: DEE Se 
18 .. 7 
24 .. ë 
40 ,. g; EE a a 
60 ,, $ E o a eh e 
72 „ > EE de 

1. Schwefelwasserstoff. 
18stündige Bouillonkultur. . . . . . . . negativ 
24 ,, z SE ene a W ge 
48 ., .. 
60 ,, » 


8. Reduktion von Nitraten. 

Nach 17stündiger Bebrütung: NO, + : NO, +; intensive Gasentbindung 

(,, Schaumkragen'“). 

Nach 24stündiger Bebrütung: NO, + +; NO, —; schwache Gasentbindung. 

Nach zweimal 24stiindiger Bebrütung: NO, +; NO, —; schwache Gas- 
entbindung. 

Nach dreimal 24stündiger Bebrütung: NO, —; NO, --; keine Gas- 
entbindung. 

9. Geruch der verschiedenen Kulturen. Nach 17stündiger Bebrütung 
wurde bei allen Kulturen, besonders bei Gelatine, ein leicht urinähnlicher 
Geruch wahrgenommen, der nach fünfmal 24 Stunden in einen ammonia- 
kalisch-jaucheartigen überging. 

10. Farbstoffe. 1. Das wasserlösliche, grün fluoreszierende Bacterio- 
fluorescin konnte nach 18 Stunden Bebrütung in allen Kulturen (Lactose 
erst nach fünfmal 24 Stunden) isoliert und identifiziert werden. — 2. Das 
chloroformlösliche blaue Pyocyanin konnte nur in geringen Mengen und 
erst in fünfmal 24stündigen Gelatine-, Glucose-, Bouillon- und Milchkulturen 
isoliert und identifiziert werden. — 3. Bei allen angelegten Kulturen konnte 
im Verlaufe ihrer Entwicklung durchschnittlich am dritten Tage eine 
Umwandlung des grünen in einen braunen Farbstoff beobachtet werden. 
In flüssigen Nährsubstraten war die Braunfärbung allgemein geringer als 
speziell auf Agar. 


b) Im Tierkörper. 
Als Versuchstiere wurden ausgewachsene Meerschweinchen verwendet. 
Die bei 37° bebrüteten Kulturen gelangten intraperitoneal zur Injektion, 
wobei die Bakterien in steriler physiologischer Kochsalzlösung aufge- 
schwemmt waren. Die sterilen Bouillonkulturen wurden durch Schütteln 
mit Toluol und darauffolgendem Stehenlassen bei 37° erhalten ?). 
Außer dem bereits beschriebenen Stamm Nr. 1 wurden zwei weitere 
Stämme des Pyocyaneus verwendet, und zwar: 
Stamm Nr.5 = I. Tierpassage von Stamm Nr.1 (aus Herzblut 
isoliert). 
Stamm Nr. 6 = II. Tierpassage von Stamm Nr.1 (Stamm Nr.5 
injiziert und aus Herzblut isoliert). 


1) 24stündige Bouillonkultur von Bact. coli comm. indolpositiv. 
2) Kolle und Wassermann, Toxin des B. pyocyan., Handb. d. pathog. 
Mikroorganismen 3, 476, 1903. 
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In der folgenden Tabelle sind die ausgeführten Versuche zusammen- 
gestellt : 

















| ; ‚ Gewicht | 
Stamm ` Kultur ; Py Alter Öse ccm des Tieres Resultat 
= i GE = -4 = A ne == GER SE E, Se - m = 
A. Bakterien + Kulturflüssigkeit (Endo- + Exotoxin). 
1 Bouillon 73 | 24 Std. — "20, 450 nach 10 Std, + 
B. Bakterien (Endotoxin). 
1 Azar 76 24 Std. Zu  — | 320 lebend 
6 n 7,6 24 ” i 10 SC 400 9 
6 a 76 | 4 „ Fo — | 350 S 
5 = 76 24 , | 1 — | 450 nach 10 Std, + 
C. Sterile Kulturflüssigkeit (Exotoxin). 
1 Bouillon 78 | 35 Tage — 05 | 350 lebend 
D ` 5 TE » ¡ — +05 300 marastisch 
l 74 35 7 | — |30 | 280 lebend 
6 76 135 ; 1 25 220 nach Std. + 


Die beobachteten Infektions- bzw. Intoxikationssymptome, speziell 
beim Eintritt des Todes (Dyspnoe), sowie der Sektionsbefund sind in 
guter Übereinstimmung mit den hierüber bestehenden Angaben in der 
Literatur?). Bezüglich der Norm der toxischen Eigenschaften seien (lie 
Angaben von Kolle und Wassermann?) angeführt. 


Untersuchungsmethoden. 


I. Die qualitativen Methoden. 


Der Nachweis und die Identifizierung der verschiedenen chemischen 
Stoffe und Stoffwechselprodukte wurden in den ultrafiltrierten Kultur- 
flüssigkeiten ausgeführt. Die Ultrafiltration erfolgte durch de Haensche 
Membranfilter. Der von mir aus Anlaß von früheren Untersuchungen *) 
konstruierte Hilfsapparat zur raschen und sicheren Gewinnung von keim- 
freien Filtraten mittels der de Haenschen Membranfilter bewährte sich 
auch hier ausgezeichnet, so daß es wünschenswert erscheinen mag, die 
verwendete Konstruktion durch nebenstehende Abbildung zu erläutern, 
um so mehr, als eine derartige Filtriereinrichtung in den meisten Fällen 
den gebräuchlichen Konstruktionen ähnlicher Art überlegen sein dürfte. 


1) Kolle und Wassermann, Toxin des B. pyocyan., Handb. d. pathog. 
Mikroorganismen 8, 476. 1903. 

2) Dieselben, 1. e. Die Verfasser machen in dieser Hinsicht folgende 
Angaben. 

a) Endotoxin: „Eine gut virulente, frische Agarkultur soll ein 250-g- 
Meerschweinchen intraperitoneal injiziert akut in 24 Stunden töten bei 
Verwendung von Lise Öse Kulturmasse“*. 

b) Exotoxin: „Gut toxische Kulturen, bei denen die Keime durch 
Stehen mit Toluol abgetötet wurden und die in Bouillon mit 2 Proz. Pepton 
und deutlich alkalischer Reaktion etwa 40 Tage gewachsen sind, töten 
mit 0,2 bis 0,5ccm intraperitoneal injiziert ein Meerschweinchen akut, 
stets aber nach 12 Stunden‘“. 

3) Diese Zeitschr. 142, 358, 1923. 
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Die Dimensionen der Konstruktion, die jeder Glasbláser anfertigt, 
richten sich nach dem zur Verfügung stehenden Trichterapparat bzw. der 
Menge des Filtrats!). Die Manipulationen, um ein gebrauchsfertiges steriles 
Filter zu erhalten, sind die folgenden: Nach Aufsetzen des mit dem ge- 
waschenen Membranfilter versehenen Trichterapparates auf den Vakuum- 
mantel schiebt man das Gefäß daselbst ein und verschließt mit dem Gummi- 
stopfen. In den Absaugungsstutzen (s) gibt man lose etwas nicht entfettete 
Watte. Die Apparatur wird in ein sauberes Handtuch eingewickelt, für 
10 bis 15 Minuten bei 108° in den Autoklaven gegeben. Man läßt dort 
erkalten, bringt vorsichtig die eventuell gelockerten Abdichtungen am 
Trichterapparat (Metallhülse) und die Gummi- 
dichtungen in Ordnung, ohne dabei das Tuch 
zu entfernen. Nunmehr ist der Apparat filtrier- 
fertig. Erst jetzt wird das Tuch entfernt und 
die Filtration kann beginnen. Das Filtrat wird 
durch die untere Öffnung (B) aus dem Vakuum- 
mantel herausgenommen und mit einem sterilen 
Wattepfropf verschlossen. 

a) Direkt in den ultrafiltrierten Kultur- 
filtraten wurde auf die folgenden Stoffe geprüft, 
oder es wurden die entsprechenden Reaktionen 
darin ausgeführt: 

. Nitrat. 

. Nitrit. 

. Brenztraubensäure. 

. Triketohydrindenreaktion. 

. Biuretreaktion. 

. Millons Reaktion. 

. Kochprobe. 

. Identifizierung der Aminosäuren mit Abb. 2. 
Benzoylchlorid. 

b) Nach Destillation mit Phosphorsäure wurde das Destillat auf Essig- 
säure geprüft. 

c) Nach Destillation mit Natronlauge wurde das Destillat auf folgende 
Stoffe geprüft: 

1. Ammoniak. 
2. Acetaldehyd?). 
3. Äthylalkohol?). 

Die im folgenden beschriebenen Methoden wurden mit reinen Stoffen 
sowohl in wässeriger Lösung als in den betreffenden Kulturlösungen nach- 
geprüft und als brauchbar gefunden. 

a,) Nitrat: 2ccm Kulturflüssigkeit (K. F.) werden in weißer Schale 
mit 6ccm konzentrierter Schwefelsäure versetzt. Nach Erkalten wird 
etwa l mg Brucin (Base) aufgestreut. Die maximale Intensität (0,4 Proz. 
Na NO.) der auftretenden Rotfärbung ist mit + + + angegeben. 





0 si CS Qu Vë Gë Ri ki 


1) Eine mittlere Größe hat der Apparat mit 18 cm Länge bei Gebrauch 
eines Filters von Bom Durchmesser der filtrierenden Fläche. 

2) Der Nachweis des während der Gärung an Sulfit gebundenen Aldehyds 
wurde nach Neuberg und Reinfurth geführt. Diese Zeitschr. 89, 390, 1918. 

3) Zur Trennung des Alkohols vom Aldehyd wurde nach Neuberg und 
Hirsch, diese Zeitschr. 98, 150, 1919, vor der Destillation mit m-Phenylen- 
diaminchlorhydrat behandelt. 
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a,) Nitrit: 2 cem K. F. werden mit 0,5ccm 30proz. Essigsáure und 
mit 2 bis 3 Tropfen einer 10proz. Jodkaliumlósung versetzt. Die maximale 
Intensität (0,4 Proz. NaNO,) der auftretenden Braunfärbung (Jod) ist 
mit + + + angegeben. 

a,) Brenztraubensáure (B. T. S.): 25 ccm K. F. werden gegen Lackmus 
mit Essigsäure angesáuert, mit 2 bis 3 Tropfen Phenylhydrazin versetzt 
und über Nacht stehengelassen. Die Ausscheidungen werden mikroskopisch 
geprüft (gelbliche Nadeln), dann auf Mikronutschen abfiltriert und zwei- bis 
dreimal aus reinem Alkohol umkristallisiert. Der Flußpunkt (F. P.) des so mit 
reiner B. T. S. gewonnenen Phenylhydrazons wurde zu 186 bis 188° bestimmt. 

Diese Nachweismethode entspricht aber den vorliegenden Bedürfnissen 
nur ungenügend. Sie erlaubt kein rasches Arbeiten und erweist sich als 
zu wenig empfindlich, was folgender Versuch belegt: 

Je 25 cem K. F.?), die mit nachfolgenden Mengen B. T. S. als Natrium- 
salz versetzt sind, werden in der obigen Weise behandelt. 








Konzentration Phenylhydrazon der B.T.S. | 














der B.T. 3 r nach 48 Std. ZE | 
10-2 gie | "rb 1850 
10-3 = + ?) 
10—4 | — I 
1025. — = 


Der sichere Nachweis der B. T. S. gelang somit als Phenylhydrazon 
nur bei der minimalen Konzentration von 10-2. Die Ausfállung der B. T. š. 
mit p-Nitrophenylhydrazinchlorhydrat in mit Essigsäure neutralisierter 
Kulturflüssigkeit zeigte kein günstigeres Resultat. 

Es wurde daher nach einer empfindlicheren Nachweisreaktion auf 
B. T. S. gesucht und eine solche in der Vilolettfárbung mit Nitroprussid- 
natrium und Piperidin entdeckt. 

Eingehende Versuche hierüber ergaben, daß 3ccm einer wässerigen 
B. T. S.-Lósung als Natriumsalz in der Konzentration von 10-2 bei Zusatz 
von 0,5 ccm einer frisch bereiteten Nitroprussidnatriumlösung von 4 Proz. 
und 1 cem einer 3proz. Piperidinlösung sofort Violettfärbung geben, welche 
im Verlauf von etwa 5 Minuten über hellrot dann weinrot tiefrot wird. 

Die Reaktion wird nicht gegeben, weder von Milchsäure, Aceton, 
Äthylalkohol, noch von Essigsäure, dagegen in einer anderen von dieser 
gut zu erkennenden Erscheinungsform?) von Acetaldehyd. 

Eine genaue Prüfung dieser Nachweisreaktion ergab für saure und 
alkalische Kulturflüssigkeiten®) mit fallenden B.T. S.-Konzentrationen 
folgende Resultate?). 

Ausführung der Reaktion: Die mit Nitroprussidnatrium versetzte 
K.F. wird vorsichtig mit der Piperidinlösung überschichtet, so daß eine 
sogenannte Ringreaktion eintritt. 


1) 0,2 Proz. NaNO, + 0,2 Proz. NaNO, + 0,5 Proz. Na-Lactat 
+ 0,5 Proz. NaCl + m/5 Phosphatgemisch, pg = 7,4. 

2) Die ausgeschiedene Menge des Hydrazons reichte nicht zur Ge- 
winnung eines Flußpunktes aus. 

3) Siehe hierüber bei Acetaldehyd. 

!) Siehe früher. 

5) Die entsprechenden Versuche mit Kulturflüssigkeiten, in denen 
an Stelle des Nitrats und Nitrits áquimolare Mengen Ammonchlorid ent- 
halten sind, ergeben dieselben Resultate. 
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Konzentration der B. T. S. 1 Reaktionsverlauf 











| L In. saurer Lösung (pa = 649). 





K.F.*) Í blaugrún—grún—gelb 
10-5 ” n ” 
10-4 violettblau—blaugrün—grün—gelb 
10-3 violettblau—grün—gelb 
10-2 | violettblau—blaugrün—gelb 
II. In alkalischer Lösung (pg =7,4)?). 
K. F.*) blaugrün—schmutziggrün—gelb 
10-5 n ” n 
10— 4 blauviolett—grúin—gelb ` 
10—3 violettrosa—rot—gelb 
10—2 ,  rosaviolett— violettrot—rot—gelb 


*) Kulturflüssigkeit ohne Zusatz von B. T. S. 


a,) Triketohydrindenreaktion: 2 cem K.F. werden mit verdúnnter 
Essigsáure bzw. Natronlauge genau neutralisiert und mit 4 Tropfen des 
Ninhydrinreagens nach Abderhalden?) aufgekocht. Eine sofort oder später 
auftretende Blaufärbung zeigt Aminosäuren an. ` 

Die Empfindlichkeit der Reaktion für d-Alanin in wässeriger Lösung 
und in Kulturflissigkeit?) wurde zu 1:1000 gefunden, während Abder- 
kalden?) für die wässerige Lösung 1: 26000 angibt. 

as) Biuretreaktion: 2 cem K. F. werden mit 1 cem 50proz. Kalilauge 
und 0,5 ccm etwa n/10 Kupfersulfatlösung versetzt und aufgekocht. Blau- 
violette Färbung bei Anwesenheit von Säureamiden, die ähnlich dem 
Biuret (NH,CONHCONH,) zwei NH,CO-Gruppen an einem C- oder 
N-Atom oder direkt vereinigt besitzent). Rosenthaler®) beschreibt die 
Biuretreaktion wie folgt: 


Echte Eiweißkörper . blau bis blauviolett, 


Albumosen . . . . . rotviolett, 
Pepton. . . . . rot. 
Die zur Kontrolle mit Y o proz. Lösungen ausgeführte Reaktion ergab für: 
"Glykokoll . . . . . leicht violettblau, beim Erhitzen mehr violett, 
Alanin. . . . . . . blauviolett, beim Erhitzen keine Veränderung, 
Asparagin . . . blauviolett, beim Erhitzen mehr violett, 
Pepton „Siegfried“ . rotviolett, beim 'Erhitzen violett, 
Eieralbumin . . . . rotviolett, beim Erhitzen keine Veränderung. 
a,) Millons Reaktion: 2ccm K.F. werden mit 0,l ccm Millons 
Reagens‘) aufgekocht. Es färben sich Flüssigkeit und eventuelles 


1) Nach Zusatz des Piperidins und am Schluß der Reaktion ist der 
py-Wert auf 7,2 bzw. 10,0 angewachsen. 

2) Nach Rosenthaler, Nachweis organischer Verbindungen, zitiert. 
Ninhydrinreagens: 0,1] g Triketohydrindenhydrat in 30 cem destillierten 
Wassers gelöst. 

3) Siehe früher. 

1) Rosenthaler, Nachweis organischer Verbindungen, 5. 500. 

3) Nachweis organischer Verbindungen, S. 902. 

6 Nach der Vorschrift von Lintner, Zeitschr. f. anorg. Chem. 1900, 
S. 707. Ein Teil Quecksilber in zwei Teilen rauchender Salpetersäure erst 
kalt, dann warm lösen. Nach Erkalten wird das doppelte Volumen Wasser 
zugegeben und absitzen gelassen. 


326 | O. Acklin: 


Koagulum mehr oder weniger intensiv rot (Reaktion der Oxypheny|- 
gruppe = Tyrosin). 

a,) Kochprobe: 2ccm K.F. werden mit 0,5ccm 30proz. Essigsäure 
aufgekocht. Es tritt Trübung oder ein Koagulum bei Anwesenheit von 
Albuminen auf. 

as) Identifizierung der Aminosäuren mit Benzoylchlorid*): 25 cem 
K. F. werden mit viel pulverisiertem Natriumcarbonat und in kleinen 
Portionen mit einem Überschuß an Benzoylchlorid versetzt und geschüttelt. 
bis der Benzoylchloridgeruch verschwunden ist. Die abfiltrierte Flüssigkeit 
wird mit Salzsäure angesäuert und zur Abscheidung der benzoylierten 
Aminosäuren bei Eiskühlung stehengelassen. Der gebildete Niederschlag 
wird abfiltriert und getrocknet. Zur Entfernung der Benzoesáure wird 
wiederholt mit Ligroin gekocht. Der unlösliche Rückstand wird aus heißem 
Wasser umkristallisiert und der F. P. bestimmt. Benzoylalanin: glänzende 
Platten, F.P. = 150 bis 151°. 

b) Essigsäure: 

1. Nachweis: 5 cem Destillat werden tropfenweise mit verdünnter 
Eisenchloridlösung versetzt und aufgekocht. Braune Flocken von basischem 
Ferriacetat oder — bei geringen Mengen Essigsäure — Braunfärbung 
zeigen Essigsäure an. 

2. Identifizierung: 5 cem Destillat werden mit 1ccm konzentrierter 
Schwefelsäure und lccm Äthylalkohol versetzt und einmal vorsichtig 
aufgekocht. Der Geruch des Essigsäureäthylesters zeigt Essigsäure an. 

cı) Ammoniak: 

l. Geruch. 

2. Schwärzung von Merkuroacetatpapier bei der Destillation von 
25 ccm mit Natronlauge alkalisierter K. F. 

3. Gelbfärbung bis gelbe Ausfällung mit 2 Tropfen Nesslers Reagen: 
in 5ccm Destillat. 

c,) Acetaldehyd: 

1. Nachweis nach Windisch?): Zu etwa 5ccm Destillat, welche sich 
in einer weißen Schale befinden, wird tropfenweise von einer 10 proz. farb- 
losen Lösung von m-Phenylendiaminchlorhydrat zugesetzt. Von der 
Berührungsstelle aus erfolgt innerhalb höchstens 4 Minuten Rotgelbfärbung. 
Empfindlichkeit: 1: 200000. 

2. Nachweis nach Neuberg?): 3 cem Destillat mit 0,5 ccm einer 4proz. 
Nitroprussidnatriumlösung und 1 ccm einer 3proz. Piperidinlösung versetzt. 
geben bei Anwesenheit von Acetaldehyd Blaufärbung. Eine genaue 
Prüfung dieser Nachweisreaktion ergab für wässerige Lösungen mit fallen- 
den Mengen von Acetaldehyd folgende Resultate. 





ee n f Reaktionsverlauf (Ringreaktion) 











Kontrolle | leicht gelbgrün—gelb 


10-5 : leicht gelbgrün—gelb 
10-4  violettblau—grün—gelb 
10-3 | violettblau—grüngelb 
10-2 . n » 


1) E. Fischer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 82, 2451, 1899. 
2) Windisch, Zeitschr. f. Spiritusindustr. 9, 519, 1886. 
3) Neuberg, Zeitschr. f. Bot. 1918, S. 11. 
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3. Identifizierung des Aldehyds: 25ccm Destillat werden mit Essig- 
säure neutralisiert und tropfenweise mit einer verdünnten wässerigen 
Lösung von p-Nitrophenylhydrazinchlorhydrat versetzt und über Nacht 
stehengelassen. Die Ausscheidungen werden mikroskopisch geprüft (gelbe 
Nadeln), dann auf Mikronutschen abfiltriert und zwei- bis dreimal aus 
destilliertem Wasser umkristallisiert. Der Flußpunkt des so mit reinem 
Acetaldehyd gewonnenen p-Nitrophenylhydrazons wurde zu 129° bestimmt. 


c3) Athylalkohol: 


1. Nachweis: 5 ccm Destillat werden mit 1 ccm verdünnter Kalilauge 
und mit Jodjodkalilauge bis zur bleibenden Gelbfärbung versetzt, einmal 
aufgekocht und geruchlich auf Jodoform geprüft. Empfindlichkeit 1: 10000. 


2. Identifizierung: 5 ccm Destillat werden mit 1 Tropfen konzentriertem 
Benzoylchlorid versetzt, gut durchgeschüttelt und tropfenweise verdünnte 
Kalilauge bis zum Verschwinden des stechenden Geruches zugesetzt. Nach 
schwachgm Erwärmen tritt der aromatisch-angenehme Geruch des Benzoe- 
säureäthylesters auf. Empfindlichkeit 1: 500. 


II. Die quantitativen Methoden. 


l. Bestimmung der Nitrate und der Nitrite. 


Zur Bestimmung der beiden Anionen nebeneinander wurde die gas- 
analytische Methode von Strecker!) in der Ausführung von Hirsch?) ver- 
wendet. Die analytisch genauere Nitromethode von Busch, welche von 
Franzen und Löhmann®) mit Erfolg bei der Bestimmung der Salpeter- 
vergärung angewendet wurde, konnte leider hier infolge ihrer zeitraubenden 
Handhabung nicht benutzt werden®). Das Prinzip und das Wesentliche 
über die Ausführung der Methode bei Strecker und bei Hirsch sei zum 
besseren Verständnis der an dieser Methode notwendig gewordenen Ab- 
anderungen, speziell in bezug auf die Bestimmung des Nitrats hier kurz 
angeführt. 


Strecker hat das gasvolumetrische Verfahren von @erlirger für salpetrige 
Säure ®) und dasjenige für Salpetersäure von Schlössing®) kombiniert 
und gibt dafür folgendes Reaktionsschema an: 


a) Nitritumsatz: 
NH, + NO, = N, + 2 H,O. 
b) Nitratumsatz: 
NO, + 3Fe" + 4H' = NO + 3 Fe” + 2 H,O. 


Die Nitritreaktion erfolgt in neutraler, gesáttigt wásseriger Ammon- 
chloridlósung, während für die Nitratreaktion 30 cem Eisenchlorürlösung 
(hergestellt durch Auflösen von 20 g Eisen in 100 cem konzentrierter Salz- 
sáure) und weiter 20 cem konzentrierter Salzsäure zugegeben werden. 


1) Strecker, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 51, 997, 1918. 
2) Hirsch, Zeitschr. f. Hyg. u. Inf.-Krankh. 102, 503, 1924. 
3) Franzen und Löhmann, Hoppe-Seylers Zeitschr. 63, 52, 1909. 
4) Eine kolorimetrische Bestimmung der beiden Anionen konnte 
wegen der bakteriellen Trübung als zu ungenau nicht in Frage kommen. 
5) Gerlinger, Zeitschr. f. angew. Chem. 1901, S. 1250. 
6) Schlössing, Ann. de chim. et de phys. 40, 479, 1854. 
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Die beiden Gase Stickstoff und Stickoxyd werden im luftfreien C O.- 
Strom im Schiffschen Azotometer mit Quecksilber als Sperrflüssiekeit 
über 33proz. Kalilauge aufgefangen und im Eudiometer gemessen. Das 
Azotometer trägt einen Kühlmantel. Zur Erzeugung eines konstanten 
Stromes von luftfreiem Kohlendioxyd wird ein besonderer Apparat (Kipp- 
prinzip) verwendet. Nach eingetretenem Temperaturausgleich werden die 
erhaltenen Gasvolumina abgelesen und mittels einer Gasreduktionstabelle 
auf Normaldruck und -temperatur berechnet. Aus diesen Werten werden 
direkt die entsprechenden Gewichtsmengen der beiden Säuren bzw. Salze 
angegeben. Bei guter Übereinstimmung mit den theoretischen Werten 
wird für eine Doppelbestimmung 11, Stunden beansprucht. Hirsch arbeitet. 
genau nach den Vorschriften von Strecker, wobei er die Gase nicht im 
Eudiometer, sondern direkt über Kalilauge auffängt und mißt. Ferner 
läßt er den Kühlmantel des Azotometers weg und stellt dieses während der 
Reaktion in ein Gefäß mit kaltem Wasser. Außerdem gibt Hirsch Belege 
aus der Literatur an über die Verwendbarkeit des Streckerschen Verfahrens 
bei Anwesenheit von organischer Substanz. Nach den Angaben bei Hirsch 
wurde nunmehr die Apparatur im Doppel montiert, die nötigen Reagenzien 
(Kahlbaum) hergestellt!) und in der wässerigen Lösung?) die kombinierte 
Nitrat-Nitritanalyse ausgeführt. 


Die Resultate von 20 Bestimmungen ergeben sich aus nachfolgender 
Zusammensetzung: 


a) Nitritbestimmung: 
Berechnet: 


N = 20,31 Proz. 
Gefunden: N 
N 


l. min. 18 Proz. 
= 2. max. 21,4 Proz. 


l 


b) Nitratbestimmung: 


Berechnet: NO = 35,30 Proz. 

Gefunden: NO = 1. 35,7 Proz. 
NO 2. bis 19. = — 
NO 20. 37,3 Proz. 


I 


Bei der Nitritbestimmung differieren die erhaltenen Resultate im 
Maximum 3,4 Proz. Bei der Nitratbestimmung konnte überhaupt nur 
zweimal ein zehlenmäßiges Resultat erhalten werden, wobei dieses zu 
hoch ausfiel und von der Kontrollbestimmung stark differierte. Bei den 
anderen 18 Bestimmungen zeigte sich, daß jeweils nach kürzerer oder längerer 
Dauer des Reduktionsprozesses (Erhitzen) das Azotometer sich plötzlich 
entleerte bzw. mit Gas füllte. Dadurch war jede Messung des Nitratstick- 
oxyds unmöglich geworden. Es war allerdings bei Beginn der einzelnen 


1) Bei der Herstellung der FeCl,-Lösung gelang es nicht, vorschrifts- 
gemäß 20 g Eisen in 100 ccm konzentrierter Salzsäure zu lösen; das gebildete 
FeCl, scheidet sich als grüne Kristallmasse aus, so daß bei der Nitrat- 
bestimmung eine salzsäuregesättigte Eisenchlorürlösung Anwendung finden 
mußte. 

2) 0,5 Proz. Natriumlactat, 0,5 Proz. Natriumchlorid, 0,4 Proz. Natrium- 
nitrit und 0,4 Proz. Natriumnitrat, ım/5 Phosphatgemisch, pg = 7,4. 
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Bestimmungen jeweils ein anfánglich konstant bleibendes Volumen von 
Stickoxyd zu beobachten. Ein Weiterführen der Reaktion bis zum Ein- 
treten der Wasserdampfkondensation im Azotometer fiihrte dann aber 
regelmäßig zur plötzlichen Entleerung desselben. 


Aus diesen Erfahrungen ergab sich, daß die Methode zur Nitrat- 
bestimmung nur dann richtige Resultate liefert, wenn die Reduktionsreaktion 
unterbrochen wird, bevor die erfolgte Wasserdampfkondensation den 
sichern Endpunkt der Reaktion angezeigt hat. Außerdem ergibt sich, 
daß übereinstimmende Resultate von nur einigen wenigen Bestimmungen 


keine Gewähr bieten können für die Richtigkeit der gefundenen Analysen- 
zahlen. 


Für die von Hirsch (l.c. 509) angeführten Beleganalysen ergibt eine 
Nachrechnung folgende Zahlen: für 11,4ccem NO (p = 760, t = 24°) 
= 34,38 Proz. und nicht 34,88 Proz., und für 11,6ccm NO (p = 769, 
t = 24°) = 35,41 Proz. und nicht 35,49 Proz. 


Diese Umstände machten eine Modifikation der bestehenden Vor- 
schriften über die Nitratbestimmung notwendig. 


Da beobachtet wurde, daß sich das ‚unerwünschte‘ Gas in dem 
Maße aus der Sperrflüssigkeit im Azotometer ansammelt, als Salzsäure- 
und Wasserdámpfe daselbst eingeleitet werden, schien folgende Über- 
legung für die vorzunehmende Modifikation bestimmend zu sein. Ein mit 
33proz. Lauge gefülltes Azotometer von 50 ccm enthält nach der Theorie 
165g KOH!). Wenn im Verlauf der Reduktionsreaktion 45 ccm 36proz. 
Salzsäure eingeleitet werden, so entspricht dies 16,2g HCl. Diese benötigen 
zu ihrer Neutralisation 24,8 g KOH, so daß 24,8 — 16,5 = 8,3g KOH 
hierfür mangeln. Das hat zur Folge, daß gegen Ende der Reaktion 
die Lauge im Azotometer neutralisiert ist. Es wird daher das gegen 
Ende der Reaktion einzuleitende Kohlendioxyd nicht mehr absorbiert, 
und gleichzeitig muß bei auftretender saurer Reaktion das in der 


Sperrflüssigkeit gelöste Carbonat unter Abgabe von Kohlensäure zersetzt 
werden. 


Damit war nun erwiesen, daß die unsicheren Analysenresultate durch 
fehlerhafte Angaben über die Mengenverhältnisse der Reagenzien be- 
dingt waren. 


Durch umfangreiche Versuche konnten folgende Angaben über die 
Ausführung der Nitratreaktion als brauchbar festgestellt werden. 


Spertflüssigkeit. . . . . . . . . 50proz. Kalilauge?) 
Ferrochlorid, konz. wáss. . . . . 15 bis 20 cem 
Salzsäure, konzentrierte . . . . 5,, 8 ,, 


Im folgenden sind die Belege und Resultate einer Anzahl nach den 
modifizierten Angaben ausgeführten Nitrit-Nitratbestimmungen zu- 
sammengestellt, 


1) In Wirklichkeit dürfte eine geringere Menge vorhanden sein, indem 
der eingeleitete Wasserdampf die Lauge merklich verdünnt. 

2) Die Verwendung von 50proz. Lauge erübrigt außerdem die Be- 
rücksichtigung ihrer Dampfspannung, indem eine 50proz. Lauge nach 


Bunsen als trocken angesehen werden kann. (zitiert nach Küster, Loga- 
rithmische Rechentafeln 1916, 5. 60). 
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: NaNO, | N N ` `" NaNO; NO , NO 

4 g | cem Proz. g , ccm | Proz 
708 16° 0.10 36,9 20,1 010 | 299 35.2 
z — 010 36,8 20,1 0,10 ' 299 35.2 
721 179 ` 004 15.0 20,4 0.04 11.8 35.3 
724 170 0.04 147 — 203 0.04 11.6 34.8 
725 17° 0.02 76 | 90.6 0.02 60 381 
z E 0,02 7,7 20.8 0.02 60 36.1 


NaN O, E 20.3 Na N O, e echnet: 35.3 


p = abgelesener Barometerstand in mm. 
t == Versuchstemperatur. 


Diese Zahlenwerte dürften beweisen, daß die vorgenommene Modi- 
fikation der Bestimmungsmethode zum Ziel geführt hat!) und daß diese 
nunmehr Resultate liefert, welche sich innerhalb der zulässigen Fehler- 
grenze bewegen. 


2. Bestimmung des elementaren Stickstoffs. 


Die Bestimmung des elementaren Stickstoffs wurde nach der soeben 
für die Bestimmung des Nitritstickstoffs beschriebenen Methode ausgeführt. 
wobei die konzentrierte Ammonchloridlösung durch Wasser ersetzt wurde. 

Da bei der Bestimmung des Nitritstickstoffs und bei der obigen Be- 
stimmung gasförmiger Stickstoff zur Messung gelangt, wird bei der Be- 
stimmung des Nitritstickstoffs der elementare Stickstoff mitgemessen, 
entsprechend mußten die gefundenen Analysenwerte für den Nitritstickstof: 
korrigiert werden. 

Ebenso gelangt auf diese Weise die in der zur Analyse verwendeten 
Menge Kulturflüssigkeit gelöste Luft zur Messung und fälscht die Analysen- 
zahlen für den Elementar- und den Nitritstickstoff ?). 


3. Bestimmung des Ammoniakstickstoffs. 


Der Ammoniakstickstoff bzw. das Ammoniak wurde durch Destillarıon 
der ultrafiltrierten NaO H-alkalischen Kulturflüssigkeit nach Auffangen 
des Destillates in n/10 Schwefelsäure, Rücktitrierung mit n/10 Natronlauge 
und Methylrot als Indikator bestimmt: 50cem K. F. werden mit 2,5 cem 
lOproz. ammoniakfreier Natronlauge und 50 cem ammoniakfreiem Wasser 


1) Es muß darauf hingewiesen werden, daß dies nur der Fall ist, wenn 
die Apparatur, besonders die verschiedenen Schliffe derselben absolut 
dicht sind, was nur mit großen Schwierigkeiten zu erreichen ist. Außerdem 
werden bei der Bestimmung des Nitritstickstoffs die in der Kulturflüssigkeit 
eventuell gelösten Gase, besonders Luft und elementarer Stickstoff, mit- 
bestimmt und fälschen so die Resultate der Analysen des elementaren oder 
des Nitritstickstoffs (s. später), wenn es nicht gelingt, solche Gase zu ent- 
ternen oder zu bestimmen. Die genaue Berücksichtigung dieser Umstände 
und die starke Abnutzung der Apparatur sowie die große Bruchgefahr 
(Entglasen) der teuren Azotometer dürften die Streckersche Methode für 
biologische Reihenversuche nicht so empfehlenswert gestalten, wie sie 
nach Hirsch (1. e.) erschemt. 

2) Der Luftgehalt der zur Analyse verwendeten Menge Kulturflüssig- 
keit wurde daher für sich bestimmt und in Rechnung gebracht. 
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versetzt. Hiervon werden 50 bis 60 cem unter Verwendung eines Kugel- 
aufsatzes bei starker Wasserkühlung in eine Peligotróhre mit 50 ccm n/10 
Schwefelsäure abdestilliert. Die überschüssige Schwefelsäure wird mit. 
n/10 Natronlauge und 5 Tropfen einer 0,05proz. alkoholisch-wässerigen 
Methylrotlösung auf farblos zurücktitriert. Leem n/10 H,SO, 
= 0,0017034g NH,!). 


4. Bestimmung der intramolekularen Atmung. 


Die intramolekulare Atmung (I.M.A.) und deren Intensität wurden 
mittels der Nitroanthrachinonmethode?) bestimmt. 

Entsprechend der Zusammensetzung der verwendeten Kulturflüssig- 
keiten, und da von Lipschitz?) und Brielimg?*) für die Phosphate ein gesteigerter 
Atmungsverlauf beschrieben ist, vor allem aber, um ein konstantes Re- 
aktionsmilieu zu haben, wurde die Nitroreduktion ausschließlich in m/10 
Phosphatmischung beobachtet. Die Alkalität entsprach derjenigen in den 
Kulturflüssigkeiten, ebenso die Temperatur, bei der die Atmungsgröße 
bestimmt wurde. Alle Versuche wurden vollkommen aseptisch durchge- 
führt. Da die Beobachtungsdauer eine mehrtágige war, wurden die 
„Atmungskulturen‘ in großen, feuchten Kammern im Brutschrank gehalten. 
Wo nichts Besonderes angegeben ist, wurden die „Atınungskulturen‘‘ nach 
folgendem Schema hergestellt: 1 ccm Bakterienkultur®) + Leem Nitro- 
anthrachinonlósung 1:50 + 8ccom m/10 Phosphatgemisch werden in 
Reagenzröhrchen abgefüllt. Nach gegebenen Zeiten wird die Menge des 
gebildeten roten Aminoanthrachinons durch Vergleich mit Lösungen von 
bekanntem Aminoanthrachinongehalt im Walpoleschen Komparator be- 
stimmt. 


ö. Bestimmung der Bakterienvermehrung. 


Die Bestimmung der Bakterienvermehrung (Keimzahl) erfolgte ın 
den entsprechenden Verdünnungen in sterilem Wasser durch die übliche 
Auszählmethode in Nähragar®) pu = 7,4 bei 37% Die Keimzahl ist in 10° 
pro Kubikzentimeter Kulturflüssigkeit angegeben. 


6. Bestimmung der H-Tlonenkonzentration. 


Die Bestimmung der H-lonenkonzentration (py-Wert) erfolgte aus- 
schließlich kolorimetrisch nach der Methode Sörensen-Clark im den früher 
von mir für bakteriologische Verhältnisse beschriebenen Ausführungen ’?). 


1) Vorliegende einfache Ausführung der NH,-Bestimmung wurde der 
Verwendung von Mg(OH), oder der Destillation im Vakuum vorgezogen, 
da hier auf eine eventuelle Bildung von Aminen, welche bei der Destil- 
lation mit NaOH Ammoniak geliefert haben würden, keine Rücksicht zu 
nehmen war. 

2) Bieling, Centralbl. f. Bakt., I. O., 90, 49, 1923. 

3) Lipschitz, Hoppe - Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 109, 189, 
1920. 

$) Bieling, Zeitschr. f. Hyg. u. Infekt.-Krankh. 100, 282, 1923. 

5) Welche zur gleichmäßigen Verteilung der Bakterien durch sterile 
Watte filtriert wurde. 

6) Zusammensetzung siehe früher. 

2) Centralbl. f. Bakt., I.O., 91, 538, 1924. 
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Lebensbedingungen des Bacterium pyocyaneum in einfachen, chemisech 
wohldefinierten Nährlösungen. 

Nach Braun und Cahn-Bronner!) weist das B. pyoc. ein kräftiges 
und rasches Wachstum in folgender Nährlösung auf: 

NaNO, oder KNO,. . . 0,5 Proz. | NaCl . . ... D.D Proz. 
Na-Lactat . . . . . . . 0,5 „ H,PO;, i s sos oo x 02 
neutralisiert mit Sodalösung. 

Da in den nachfolgend beschriebenen Untersuchungen vorwiegend 
ähnlich zusammengesetzte Nährlösungen Verwendung finden, wurden die 
Lebensbedingungen des B. pyoc. in derartigen chemisch wohldefinierten 
Nährlösungen näher studiert. 

Technisches: Je 100 cem Nährlösung, deren Zusammensetzung unten 
angegeben, wurden bei 115° während 15 Minuten sterilisiert, die verschiedenen 
Proben mit gleichen Mengen 24stündiger wásseriger Agar-Abschwemmung 
des Stammes Nr. 1 beimpft und bei 37° bebrütet. 

Die Herstellung der Nährlösungen erfolgte, wenn nichts Besonderes 
angegeben, einheitlich für alle in dieser Arbeit gebrauchten Nährlösungen 
nach folgendem Schema: Geeignete, wässerige Salzlösungen von molarer 
Konzentration werden in solchen Volumverhältnissen miteinander gemischt). 
daß Puffergemische mit gewünschten py -Werten entstehen. Die übrigen 
Bestandteile der Nährlösung werden als neutrale Verbindungen in dem 
Puffergemisch aufgelöst. und nach erfolgter Sterilisation wird der py -Wert 
der gebrauchsfertigen Nährlösung bestimmt. 


1. Bedeutung der einzelnen Bestandteile der Nährlösung für das Wachstum des 
B. pyoc. 


Versuch 1: 0,4 NaNO, 0,5 NaCl, m/l0Na,HPO,/KH,PO,, Py = 7-1. 
2: 0,5 Na-Lactat, 0,5 NaCl, m/10 Na, H PO, K H,PO,, Py = 7,1. 


: 0,4 NaNO,, 0.5 Na-Lactat, m/10 Na,HPO,/KH, PO, Ph = 7.4. 
5: 0,4 NaNO,, 0,5 Na-Lactat, 0,5 NaCl, m/10 Na, HPO; 'KH,PO,. 
Pu = 7,4. 


Wachstum SE und Far ER (F) nach Stunden. 


1 

x 2 

SS 3: 0,5 Na-Lactat, m/10 Na, H PO, /K H,PO,, Py = 7,4. 
4 
> 








Nach Stunden 




















Versuch | a IR rn a —————— a 
3M 1 2x2 5x24 | 7x2 15 x 24 20 x 24 
W = = => == = = 
At =: a — SS = = 
OW = PES See i= SE = 
dk = = EN = = = 
| W = Se Se = Be dE 
3 | F Se ES ge = — | — 
E (Er ee pp EE 
| F -— — = = ES + 
e | | | 
s | W De o Scheck deck ee 
| F f | ee en _ = "oe 
+++ == Maximale ne — = keine Bakterientrübung. + = Schwache 


Bakterientrübung bzw. Farbstoffbildung. 


1) Diese Zeitschr. 131, 251, 1922. 
2) MeCrudden, United States Public Health Service Reports 1922, S. 334. 
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2. Wachstumsverhältnisse des B. pyoc. in der Nitratnährlösung 
Pu = 7,41). 





Wachstum nach Stunden 60 >< 24 


Versuch ` 





2 X24 | 3X24 |6 X 24* 





7 X 24° | 8 X 24° 60x24* 


la | + ++ ++ HEHHEHE Spur en.o 





9,2 
9,2 


u 





lb | + ++ ++ ++++++-+++I+++ n `, 04 
le + ++|++ +++++++++i+++ , e 04. 92 


* = Bildung einer farblosen zarten Kahmhaut. 
+++ = Maximale Bakterientrubung. 


3. Die py -Verháltnisse. 


a) Phosphat-Karbonatpuffer. 


¡10 KH,P 
Nährlösung: 0,4 NaNO, 0,5 Na-Lactat, 0,5 NaCl, Be 











Na,CO,. 
I | a SS Wachstum nach Stunden I 6 X 24 
v crsuch Kater SE EE EE 
PH 2x24 3X24 | 4x2 : 6X24. HNO; ` HNO, , End») 
1 68 " ++ ++ ` ++ | +++ Spur ca. < 0,4 | 9,2 
2 085 a p e NE » 02; 92 
3 68 Ci Lt + +++ ; | „ 02 92 
4 68 i ++ ++ =+ +++ a |an 02 92 
l í 70 ` ++ ++ ++ +++) , ian 03: 92 
a lomo | ttl ++ tt ttj n a 02 9 
3 TO 1 ++ ++ ++ +++ , ` ha a 
1 72 ++ ++ ++ ttt , |n 02 92 
2 12 At jk e Ft in QA 92 
3 a ee, E E 92 
4 p Tr sep s Q. er y Es 0,0! 92 
l TA ` ++ kt ++ ttt nd 92 
2 ` 7⁄4 ++ ++ + +++ š „ 00. 92 
3 TA o ++ ++ ++ +++, , , 00! 92 
| | | | | 

1 Te A, A ës AAA a Ka. 02 92 
2 716 ++ ++ ++ '+++ , „n <01 92 
3 76 : ++ ++ ++ +++ , |» 00 92 
+++ = Maximale Bakterientrübung. 


+ = Sehr geringe Bakterientrubung. 


1) Siehe vorhergehenden Versuch 5. 
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b) Reiner Phosphatpufier. 














Nährlösung: 0,4 NaNO, 0,5 Na-Lactat, 0,5 NaCl, SE 0. 
Anfangs: Wachstum nach Stunden [ 4 X 24 
PR dm | 2x2 | 3x2 A 4x24 | HNO; | HNO: | End»p,, 
| 

56  — Ei SS Tr NN E | ca. < 0,4 ' Spur 5,6 
57 + | ++ ++ o + la <<, 5,1 
59 4 ¿a ++ ++ ++ 1, <S04 Di 
62... +2 +— ++ To e E , 63 
64 | ++ ++.. ++ +++. 93: ca. 01, 65 
66 ` ++ ++ ++, +++ a 03, 01! 6 
68 ++ ++ ++ +++ Tan 02 on 
7,0 ' er + + + = Tr SC op 0,2 za 0, 2! | 7.2 
75 | ++ ++ oo ++ +++). 02 , 02 Hu 
77 ++ +++ +++ +++) 02, 02| 82 
79 1 ++ +++ +++) +++)' + DI, 03 83 
8.1 ++ o +++ | +++) EE a OI n 031 8&8 


¿++ = Maximale Bakterientrübung. 

+++) = Maximale Bakterientrübung mit Farbstoffbildung. 
— = Keine Bakterientrübung. 
+ = Ganz geringe Bakterientrübung. 


4. Die Karbonat- und Phosphatpufferung bei normaler und bei verminderter 
O,-Tension. 


Náhrlósung : 
1. 0,4 NaNO,. 0.5 Na-Lactat, 0,5 NaCl, m/10 Na, H PO, KH,PVO,. 
pu = 7,4. 
2. 0,4 Na NO,. 0,5 Na-Lactat, 0,5 NaCl, m 10 K H, PO, Na,CO.. 
Pu = 7,4. 


Die beiden Náhrlósungen wurden je frei und in feuchten Kammem 
im Brutschrank gehalten. 





Wachstum AA E Ae = 2. Carbonatpufter Bu 
nach | Frei Feuchte Kammer Frei Feuchte Kammer 
a4 Std .....1] + — E S | a 
3x?2453Std. ..... PA ++-F ++ — A + 
AK rs. E sr Er Sa CNE 
9 X BI, da ce FT STEE SE 
HAO e ka a a — — Spur Spur 
ENO ug ara 22 2 ca. 0.2 ca. 0,2 | ca. 0.3 ca. 0.5 
Farbstoff. . 2... + | = ob Be 
End-pg. == 24 9.0 9.0 2 9,2 


+ + + Maximale Hakterientrubung. 


Keine Bakterientrübung. 


I| I 
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Ergebnisse der Versuche 
über die Lebensbedingungen des Bacterium pyocyaneum in einfachen. 
chemisch wohldefinierten Lösungen. 


Natriumnitrat als einzige N-Quelle und Natriumlactat als einzige 
C- Quelle ermöglichen dem B. pyoc. ein relativ rasches und üppiges Wachstum, 
wobei jeder Bestandteil der Braun- und Cahn-Bronnerschen Nährlösung 
lebenswichtig ist, ausgenommen das Natriumchlorid, welches anscheinend 
lediglich die Geschwindigkeit der Pigmentbildung des Bakteriums beein- 
fluft!). 


Die Umsetzungen der N-Verbindungen gehen relativ langsam vor sich. 
Die Salpetersáure wird zu etwa 100 Proz. in salpetrige Sáure úbergefúhrt. 
Ein Abbau dieser scheint nur in geringerem Mabe zu erfolgen, was das 
Fehlen des weiteren Abbaues bis zum elementaren Stickstoff verständlich 
macht. 


Beim Nitratabbau scheinen außerdem alkalische Produkte, wahrschein- 
lich Ammoniak, gebildet zu werden. Daneben spricht das Alkalischwerden 
der Nährlösung (End-py = 9,2) ferner für einen Abbau der sauren Konn- 
ponente des m/10 Phosphatpuffers*). Dieselbe Erscheinung ist beim 
m/10 Phosphat-Karbonatpuffer zu beobachten. Die anfänglich auf ver- 
schiedene py-Werte eingestellten Nährlösungen erreichen nach gleichen 
Wachstumszeiten alle denselben End-p„-Wert. Immerhin läßt sich fest- 
stellen, daß mit steigendem Anfangs-py-Wert die Umsatzgeschwindigkeit 
der Salpetersäure zunimmt. 


Das m/5 Phosphatgemisch «dagegen kann praktisch als konstanter 
Puffer angesehen werden. 


Die py-Werte für die Wachstumsbreite betragen 5,6 bis 8,1 und höher. 
Das Wachstumsoptimum reicht von Py 6,4 bis 8,1 und höher. Em 
Wachstumsmaximum wurde direkt nicht festgestellt: es dürfte aber un- 
gefähr bei py 9,2 liegen (s. oben). Das Wachstumsoptimum fällt nicht 


1) In Übereinstimmung mit der Beobachtung von Braun und Cahn- 
Bronner (Centralbl. f. Bakt., I.O., 86, 202). Ein Ersatz des Natrium- 
chlorids durch Ammonchlorid zeitigt dasselbe Resultat. Es scheint auch 
hier ganz analog den Ergebnissen von meinen noch nicht veröffentlichten 
Untersuchungen über den Mechanismus der Pigmentbildung bei Bakterien, 
besonders beim Bakt. prodig., daß primär meistens eine Leukoverbindung 
gebildet wird, welche unter Mitwirkung von Katalysatoren durch den 
Luftsauerstoff in das echte Pigment übergeführt wird. Die Wirkungs- 
weise der untersuchten Katalysatoren: Alkalien, Erdalkalien, besonders 
Mg, dann Cr, Mn, Fe und Platinschwamm (die Anordnung entspricht 
deren gesteigerter Wirkung) bestünde demnach lediglich in der Ver- 
stärkung der Kondensationsmöglichkeit des Luftsauerstoffs an der Ober- 
fläche der Bakterien im Sinne einer Erhöhung der wirksamen Masse des 
Sauerstoffs. 


2) Diese alkalischen Abbauprodukte kommen im wesentlichen hierfür 
nicht in Frage, indem die qualitative Untersuchung der Stoffwechsel- 
vorgänge ergibt, daß der Puffer meistens nur wenig oder gar kein Ammoniak 
gebunden hält (s. später). 
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mit der optimalen Denitrifikationsintensität zusammen. Das py-Optimum 
für die Denitrifikation liegt zwischen py 7,4 bis 9,0, wo etwa 75 Proz. 
Salpetersäure umgesetzt werden. Die saure Phase (pg = 6,4) zeigt. bel 
etwa gleicher Wachstumsintensität, keinen oder nur einen geringen Umsatz 
der Salpetersäure. In der alkalischen Phase dagegen ist nicht nur die 
Wachstums- und Denitrifikationsintensität begünstigt, sondern auch die 
Pigmentproduktion des B. pyoc. 


Zwischen der Phosphat- und der Karbonatpufferung bestehen weder 
bei normaler, noch bei verminderter O,-Tension praktisch bedeutungsvolle 
Unterschiede im Ablauf der Stoffwechselvorgänge. 


Der qualitative Stoffwechsel. 


Technisches: Je 100 eem Náhrlósung, deren Zusammensetzung unten 
angegeben, wurden bei 110° während 15 Minuten sterilisiert, die Proben 
mit gleichen Mengen 24stündiger wässeriger Agar-Abschwemmung des 
Stammes Nr. 1 beimpft und bei 37° bebriitet. Nach den angegebenen 
Zeiten (Alter) wurden die verschiedenen Kulturen ultrafiltriert und hernach 
analysiert. 


A. Nitrat-Milchsdure bau, Brenztraubensduresystem. 


Versuch 1: 0,4 Proz. NaNO,, 0,5 Proz. Na-Lactat, 0,5 Proz. NaCl, 
m/5 Na,PO, ¡KH,PO,, Py = 7.4 = N. L.,?). 
1”: Parallelversuch zu Versuch 1. 
2: N. L. + 0.1 Proz. Na,SO,. 10 H.O, py = 7.4. 
; 2”: Parallelversuch zu Versuch 2. 
ag 3: N. L. + 0,04 Proz. Brenztraubensáure (B. T. S.), py = 7.4. 


H 3’: Parallelversuch zu Versuch 3. 
jk 4: N. L., + 0,1 Proz. Na, SO, . 10 H,O — 0,04 Proz. B. T. S., 
Pa = 7,4. 


+: Parallelversuch zu Versuch 4. 

e 5: N. La py = 6,6. 

we 6: N. Lo + 0,04 Proz. B. T. S.. py = 6,6. 

Se T: N. L. °) + 0,2 Proz. B.T. N., py = 6.6. 

Ge 8: N. L.,3) + 0.2 Proz. B.T. S.. p = 7,6. 

o 8’: Parallelversuch zu Versuch 8. 

$ 9: N. L. KH,PO,/Na,CO03, Py = 7,6. 
10: N. L.,?) + 0.2 Proz. B. T. S., KH,PO,/Na,CO,, Py = 7,6. 
ll: N. Lọ KH,PO, Na.SO, (etwa 1Proz. Na,SO,. 10 H,0), 


„ 12: N. L?) - 04 Proz. B. T. S., KH,PO, Na, BO, py = 7,0. 


1) N. L.a = Nährlösung mit Nitrat als N-Quelle. 
2) Milchsäure ist durch Brenztraubensäure ersetzt. 
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I. Kultureller Befund. 
W = Bakterienwachstum, F = Farbstoffbildung. 






, Alter der Kulturen in Tagen 





Versuch 
DNS Y 2 | E o g 10 
SR + ENEE 
F = A = 
v[W + +++ ++ 
F — | r= 
o IW. = +++ EE | 
IF . — Se | 
2 | W ai i er +++ +++!) 
E? e ES = SE 
Bee I “< x 
e + +++ Hr +++ | +++ 
a IW Se er Were | 
LE | e 
KIW.. ++ ne +++ +++) 
l F ° — ES SE F i Ë 
| | 
| | W + + — — 
5 | F La SS A 
JW . + — 
6] F SEKR 
; | W LI Et tt +++ +++ 
LF est: "Ss ES ++ ++ 
e IW SE ++ '+++ +++ +++ 
LF za e + + ++ 
el, + ++ +++ 
IF. a De 
a IW, +i ++ ` ++ 
(IF ei — | I — 
DEE | | | 
o Wee oh A GE | 
| E . ı + + | 
SE: | 2 +++ +++ 
12 {F Ga GC 


1) Dicklich zahflüssige Kultur mit überaus kräftiger Kahmhaut. 
+++ = Maximale Bakterientrüubung bzw. Farbstoffbildung. 

— = Keine Bakterienbildung bzw. Farbstoffbildung. 

+ = Schwache Bakterienbildung bzw. Farbstoffbildung. 
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II. Chemischer Befund. 











g. ala: ANA „Lla |f 
to giladi a h p 340 
> i C : E |93 r Sg S BE G % g ec, 3 
£ “< | Z Z. E |24 Ë š+ ZS gë SZ Sigg): 
Siyi 5 ES LE A E 
A] . ee ee El? en 
1444 +! le — ir 7 
E tele, SE, eh dee Ate Ba, Ge 
Pe 3; ++ ++] — +i #4 | s 
2,3 + 'L+ —i+ - — + — o. + “+ 
Dio A. A lage + 74.74 
8.1 d+++I — + — — — — + — + 74 74 
CW LE + + — — — — ++: — + 174174 
P SE. E E ee ee e le e E Td 
RE j++ EENS EE KEE ER 
5. 3 ++ ++ — — + — + a + 6666 
6 2 + + — — + + == ++. = Se 6,6 6,6 
VI A sei deta a A + 66,68 
8 VIS = db des S e dë, o 1 + 76 76 
gr. E e A e a a le ae + 76 78 
9.3 ++ ++ t'i + — c 3 — > + 76 76 
lÚ 3 — ++ — —|+ +!— + ++» + + 76 76 
11 4 dele D SN SE + 70,70 
12 4 ho — Ce / 70:70 
+ = positiver, — = negativer Befund, Y = nicht geprüft. 


Einige näbere Angaben über obige Reaktionen : Biuretreaktion : blauviolett. *Brenztraubensaure. 
phenylhydrazon: F. P. = 184 bis 185%. *Acetaldehydsp:Nitrophenylhydrazon: F. P. = 128 bis 
1290. Aminosäurenbenzoylat: Spuren. F.P. nicht bestimmbar. Wo * fehlt, reichte die aus: 
geschiedene Menge der Phenylhydrazone nicht zur Gewinnung eines Flußpunktes aus. 


B. Ammonchlorid-Milchsäure bzw. Brenztraubensdures ystem.. 


Versuch 1: 0,25 Proz. N H,Cl, 0,25 Proz. Na-Lactat, 0.5 Proz. NaCl, 
m/5 KH,PO,/Na,HPO, py = 7.6 = N. L.,!). 
We 1’: Parallelversuch zu Versuch 1. 
Se 2: N. L.,, Dn = 6,6. 
a 2’: Parallelversuch zu Versuch 2. 
D 3: N. L.,2) + 0,4 Proz. B.T. N., py = 7,6. 
š; 3': Parallelversuch zu Versuch 3. 
pe 4: N.L.,?) + 0,4 Proz. B.T. S., py = 6.6. 
Se 4’: Parallelversuch zu Versuch 4. 
5: N. L., KH,PO,/Na¿CO,, Py = 7,8. 
e 6: N. L.,?) + 0,4 Proz. B. T. S. KH,PO,¡NazC0O,. py = 34. 
7: N. Lis KH,PO,/Na,SO, (etwa 1Proz. Na,SO,.10H,0), 


Pu T= 7,0. 
o 8: N. La?) + 0.4 Proz. B. T. S., KH,PO,/Na¿SO,. py = 7.0. 


N. L., = Náhrlósung mit Ammonchlorid als N- Quelle. 
Milchsáure ist durch Brenztraubensäure (B. T. S.) ersetzt. 
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I. Kultureller Befund. 
W = Bakterienwachstum, F = Farbstoffbildung. 
| I | Alter der Kulturen in Tagen 
Versuch = Se : — 
2 3 | 4 5 R 
(IM Et | | 
| F — 

Ir w FT: + | = ee er 
F e — ur: een KE? SE 

bi Í w -+ SS 

po | F — 

ae | W e SEH + ++ SES 

"IF — — — — — 

a | W En | 

3 | dd = 

a w + | SES Fr ++ ++ 

d: Së AS Gë SS Gë 

4 j W KE 

| F = 

| E == E KE SES > 
IW. + Tr Tr 

| F — — — 
GIW. Se Si See 

| F — — — 
-JW + ++ ++ 

| F — — — 

8 W T SET: tr; 
+: — Maximale Bakterientribung. — = keine Bakterien, bzw. Farbstoffbildung. 

II. Chemischer Befund. 

Te | SCH 4 Ree ey E Peer 
Ta ' Š s Y < | Té a 
e M al 2 | O 1» ig y p G 

zl oe 34188 33125 Ziär 3: 3 fe? 

Es. zi: 8 1568] E 154" 5 8 ' 3 2 5! a 

SI IC A E 
KS ee. ¡Ale mieten 

SE EE ee =s E EE 7,6 

Pl Ñ —+—— == = — + — + 7 76 

2 2G — +++ — — .— n . 1 + ⁄Z + 66 úO 

Zi 8 — +++ — — — — + —! Hr; 66 

3 2 ee e =m es Te $ + . To 76076 

3’ 8 — LL — — — — o + 16: 76 

Eo GE e e e a oo O 

4 8 == A E E LAA + 66 66 

p e eR Ee ee A A EE 

d 4 — '+ +41 — — — de" ZZ? + +k 80180 

í 4 — ! — / T ës + 70; 70 

= ei es t. £ |+ ` 70 ! 70 
+ = positiver, — == negativer, Befund. nicht geprutt. 


Anmerkung: Die Menge der ausgefállten Phenylhydrazone 


Flußpunktgs aus. 














reichte nie zur Gewinnung eines 
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C. Pepton-Milchsäuresystem. 


Versuch 1: 1 Proz. Pepton ‚‚Siegfried‘‘, 0,5 Proz. Na-Lactat, 0,5 Proz. 
NaCl, m/5KH,PO,/Na¿HPO,, pg = 7,6 = N. L.,?). 


Se 1”: Parallelversuch zu Versuch 1. 


I. Kultureller Befund. 
W = Bakterienwachstum, F = Farbstoffbildung. 














| Alter der Kulturen in Tagen — 
Versuch , z | Ñ s 
e E re = s 
(F. -o x 
h mr e. re Een 
LE... + | 2 r+ 





+++ = Maximale Bakterientrübung bzw. Farbstoffbildung. 
*) Intensives Bakterienwachstum mit Bildung einer fellartigen Kahmhaut. 
**) Schleimig»gallertige Masse, etwa 1/, des Volumens, welche sich durch Papier abfiltrieren laßt. 


II. Chemischer Befund. 





x 
x 


























Su Ié | š £ 
' e E ei 
Ai ' AA ` | ° © 5 Y a ` 
a ! e £ `Ë £ ' A 8 = Š o 3 
ACI 3 5 3 B IEEE 
519412 21 8 12%: E "Se 3125 3 2125 3 
MN ` GC SS I Š d > Se 
m | < 25i 31%: E 2 Š R 3 
WE | | = ik: SE ` 
l 2) — — +++ ++ +++ —| t — — = 76 78 
2 ebe ee u press e, een a z ne 
+ = positiver, — = negativer Befund. 


*) Gelbes, stark bleu fluoreszierendes Filtrat. 

**) Olivgelbes bis grünes, leicht blau fluoreszierendes Filtrat. 

Anmerkung: Das verwendete Pepton „Siegfried“ zeigt in I proz. Lösung folgende Eigenschaften: 
Ninhydrinreaktion: +++ (violettblau) Millones Reaktion: + + + (Koagulum u. Lösung rein rot) 
Biuretreaktion : +++ (rotviolett) Kochprobe: — 


Enge nähere Angaben über die Reaktion der Kulturfiltrate: 
Versuch 1. Versuch 1'. 
Ninhydrinreaktion: violettblau violettblau 
Biuretreaktion: rosaviolett violett, beim Erbitzen rosaviolett 


Ergebnisse der Versuche über den qualitativen Stoffwechsel des B. pyoc. 


I. Kultureller Befund (Wachstum und Farbstoffbildung). 


Es zeigt sich, daß das Wachstum und die Farbstoffbildung des B. pyoc. 
in weitgehendem Maße durch die Qualität der N-Quelle der Kulturflüssigkeit 
beherrscht wird. Der C- Quelle kommt nur in Verbindung mit der N- Quelle 
oder bei Anwesenheit von Sulfiten ein bestimmender Einfluß zu. 

Das Wachstum bzw. die Farbstoffbildung ist nur maximal in der Nähr- 
lösung mit Pepton als N-Quelle (N. L.,), und zwar in qualitativer?) wie 
in quantitativer Hinsicht. Ferner ist in dieser Nährlösung die Geschwindig- 


1) N.L., = Nährlösung mit Pepton als Stickstoffquelle. 
2) In bezug auf die Farbstofíbildung, indem neben dem grünen 
Bacteriofluorescin auch das blaue Pvocyanin gebildet wird. 
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keit des Bakterienwachstums ungefähr gleich groß wie diejenige der Farb- 
stoffbildung, und sie erreicht ebenfalls nur hier einen maximalen Wert. 

In der Nährlösung mit Nitrat als N-Quelle werden ähnliche maximale 
Verhältnisse nur bei Anwesenheit von Natriumsulfit unter 1 Proz. nur für 
das Bakterienwachstum und zeitlich bedeutend später annähernd erreicht 
(Versuche 2’ und 4’). Für die Farbstoffbildung liegen hier weit ungünstigere 
Verhältnisse vor, indem eine solche nur in geringem Maße und zeitlich spät 
auftritt. Die Anwesenheit von Brenztraubensäure (Versuch 4’) beschleunigt 
die Farbstoffbildung merklich; in quantitativer Hinsicht scheint aber die 
C-Quelle keinen Einfluß zu haben. Diese beschleunigende Wirkung der 
Brenztraubensäure kommt außerdem in den Versuchen 8, 8’ und 10 deutlich 
zur Geltung, indem dort entsprechend der fünfmal höheren Konzentration 
der Säure die Geschwindigkeit der Farbstoffbildung beinahe ihr Maximum 
erreicht bei mittelmäßigem Bakterienwachstum, während unter den gleichen 
Bedingungen die Brenztraubensäure allein (Versuche 3 und 3’) die Farbstoff- 
bildung nicht zu beeinflussen scheint. 

Die Größe und die Geschwindigkeit des Bakterienwachstums und die 
der Farbstoffbildung entsprechen also hier einander nicht, sondern unter 
dem Einfluß der C-Quelle (Brenztraubensäure) wird die Menge und die 
Bildungsgeschwindigkeit des Farbstoffs größer. In der Nährlösung mit 
Nitrat als Stickstoffquelle (N. L.,) ohne Sulfit oder Brenztraubensäure 
(Versuche 1, 1” und 9) ist ein noch schwácheres Bakterienwachstum zu 
konstatieren, wobei ein ganz geringer Zusatz von Brenztraubensáure keinen 
merklichen Einfluß zu haben scheint (Versuche 3 und 3”. Die Farbstoff- 
bildung fehlt hier überhaupt. 

Die geschilderten Verhältnisse für das Reaktionsmilieu pe = 7,4 
bis 7,6 entsprechen insoweit denjenigen für ein solches von py = 6,6 in 
der Nährlösung mit Nitrat als N-Quelle (N. L.) und derjenigen mit einem 
Zusatz von 0,04 Proz. Brenztraubensäure, als bei fehlender Farbstoffbildung 
ein gehemmtes Bakterienwachstum vorliegt (Versuche 5 und 6). Ein anderes 
Verhalten kommt im Reaktionsmilieu py = 6,6 mit Zusatz von 0,2 Proz. 
Brenztraubensäure zum Ausdruck. Eine Hemmung in der sauren Phase 
scheint hier für das Bakterienwachstum nicht wirksam zu sein, und bei 
positiver Farbstoffbildung verläuft diese beinahe gleich derjenigen in der 
alkalischen Phase (Versuche 7 und 8). 

Aus diesem Sachverhalt läßt sich der Schluß ziehen, daß die Vorgänge 
bei der Farbstoffbildung beim B. pyoc. nicht allein von allgemein optimalen 
Lebensbedingungen abhängig sind, sondern von der Geschwindigkeit, mit 
der ın einem solchen Milieu gewisse Reaktionen verlaufen, indem die 
Wirkung der Brenztraubensäure nach den gemachten Erörterungen vor 
allem in der Beeinflussung der Reaktionsgeschwindigkeit besteht. 

In der Nährlösung mit Ammonchlorid als N- Quelle (N. L.,) ist in allen 
Versuchen ein gleichmäßiges, aber am stärksten gehemmtes Bakterien- 
wachstum vorhanden. Die Farbstoffbildung fehlt hier vollständig. Weder 
Sulfit noch Brenztraubensäure üben irgendwelchen sichtbaren Einfluß 
aus; ebensowenig ist cin Wachstumsunterschied in den beiden Reaktions- 
phasen zu beobachten. 


II. Chemischer Befund. 


A. Im Nitrat-Milchsäure- bzw. Brenztraubensäuresystem führt die 
Dissimilation der N-Quelle (Salpetersäure) über salpetrige Säure zu 
Ammoniak. Die Assimilation des Stickstoffs dieser Verbindung führt 
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über Aminosäuren (Alanın) und zum Teil über hitzekoagulable Stoffe 
(Albumine) zum Bakterieneiweiß. 


Die C-Quelle (Milchsäure) erfährt eine Dissimilation zu Brenztrauben- 
säure, welche weiterhin in Kohlendioxyd und Acetaldehyd zerfällt, der 
zu Essigsäure oxydiert wird oder die Cannizzarosche Umlagerung erfährt 
unter Bildung von Äthylalkohol und Essigsäure. 


Da der Abbau der N-Quelle gleichzeitig mit dem der C-Quelle erfolgt, 
und da sich im Assimilat (Bakterieneiweiß) ebenfalls beide Komponenten 
vorfinden, müssen diese Lebensvorgänge kombiniert werden. Das folgende 
Schema stellt den Versuch dar, eine derartige Kombination zu veran- 
schaulichen: 


HNO, => HNO, => NH, — —- FE EE 
Bakterienerwció 
CH, CHOH.COOH=>CH;.CO. CO O H>CH,.CHNH;».COOH-—>(Albumin?) 


C,HsOH 
CO, + CH, . CHO?) 
| NCH, .COOH 


CH,.COOH 


B. Im Ammonchlorid-Milchsäure- bzw. Brenztraubensäuresystem fehlt 
gegebenerweise eine Dissimilation der N- Quelle, desgleichen fehlt die stufen- 
weise Assimilation. Das Ammoniak scheint direkt assimiliert zu werden. 


Die Dissimilation der C-Quelle führt auch hier über die Brenztrauben- 
säure zu den Endprodukten Athylalkohol und Essigsäure, wobei aber hier 
diese Zwischenstufen anscheinend nur spurenweise gebildet werden. 


C. Im Pepton-Milchsäuresystem führt die Dissimilation der N- Quelle 
neben Vermehrung der hitzekoagulablen Stoffe (Albumosen) und Amino- 
säuren zur Bildung von Ammoniak. Die Assimilation dieser Stickstoff- 
verbindungen zum Bakterieneiweiß scheint über hitzekoagulable Stoffe 
vor sich zu gehen (positive Kochprobe der Kulturflüssigkeit). 


Eine stufenweise Dissimilation der C-Quelle (Milchsäure) über die 
Brenztraubensäure ist hier nicht zu beobachten. Erstere dürfte eventuell 
gar nicht angegriffen werden, indem die beobachtete Essigsäure als Abbau- 
produkt der Aminosäuren angesprochen werden kann, oder dann liegt. em 
unmittelbarer Abbau der Milchsäure zu Kohlensäure und Wasser vor. 


Die Beziehungen der verschiedenen Stoffwechselvorgänge unterem- 
ander, insbesondere der Verlauf ihrer Wärmetönung, sowie ihre Bedeutung 
für die intramolekulare Atmung und die Toxinbildung sollen später ın 
einem größeren Zusammenhang diskutiert werden. Hier seien vorerst 
einige wichtige Ergebnisse der verschiedenen Versuche über den qualitativen 
Stoffwechsel präzisiert. 

Aus dem Versuchsprotokoll des Nitrat-Milchsdure- bzw. Brenztrauben- 
sivresystems läßt sich entnehmen, daß die verschiedenen unter A kurz 
charaktorisierten Stufen des Abbaues je nach den verschiedenen Bedingungen 
mehr oder weniger deutlich auftreten und nachgewiesen werden kónnen. 
Sie kónnen aber auch ganz fehlen oder. wenn sie auftreten, im Verlaut des 
Abbaues sofort wieder in den Stoffwechsel einbezogen werden. 


*) Cannizzarosehe Umlagerung. 
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Von Einfluß ist hier das Alter der Kulturflüssigkeit bzw. das Alter 
«ler Bakteriengenerationen. In den ersten Generationen (etwa halbtágige 
Kulturen) schreitet der N-Abbau höchstens bis zur Stufe der salpetrigen 
Säure fort; der C-Abbau dagegen erfolgt unter Bildung von Brenztrauben- 
säure bis zu Essigsäure, wobei die Aldehydstufe nicht nachzuweisen ist. 
Es ist anzunehmen, daß, wenn Ammoniak gebildet wurde, dasselbe sogleich 
von den Bakterien aufgezehrt wird. Assimilationsprodukte sind keine 
nachweisbar, und es werden wohl auch keine gebildet, was dem geringen 
Bakterienwachstum entsprechen dürfte (Versuch 1). In den dreitägigen 
Kulturen ist meistens Ammoniak vorhanden, das dann auch in den zehn- 
tägigen Kulturen noch vorhanden bzw. neu gebildet ist. Für den Abbau 
der Salpeter- und der salpetrigen Säure, der hier einsetzt!), liegen andere 
Verhältnisse vor. Der Abbau der ersteren geht im wesentlichen bis zur 
völligen Eliminierung der Salpetersäure zugunsten der salpetrigen Säure. 
Beim C-Abbau der älteren Kulturen scheint die Aldehydstufe ebenfalls 
nicht beständig zu sein, ausgenommen in saurem Reaktionsmilieu (Ver- 
such 7) oder bei Anwesenheit von Karbonaten (Versuch 10) und wo von 
Anfang an größere Mengen Brenztraubensäure vorhanden sind. An Stelle 
des Aldehyds tritt als Endreaktionsprodukt überall Essigsäure auf. Daß 
«ler Aldehyd wirklich gebildet wird, beweisen indessen die Versuche 11 
und 12, wo dieser im Moment seines Entstehens an Sulfit gebunden vor 
weiterem Abbau geschützt und nachgewiesen wurde. Die Versuche 9 und 10 
«lagegen belegen, daß bei Anwesenheit von Alkalikarbonaten aus dem 
Aldehyd tatsächlich die Carnizzarosche Umlagerung zu Äthylalkohol und 
Essigsäure führt. 

Die Bildung der Assimilationsprodukte ist eine sehr ungleichmäßige 
und scheint vor allem vorwiegend erst in den späteren Phasen des Wachs- 
tums zu erfolgen?) (Versuche 4’ und 5). Die Bildung von Aminosäuren 
(Alanin), also die Kombination des Ammoniaks mit der Brenztraubensäure, 
dürfte bewiesen sein?) (Versuche 4, 4’, 5, 6. 7 und 10). Es zeigte sich aber 
ganz deutlich, daß die Bildung dieser Assimilate durch Anwesenheit von 
Brenztraubensäure und Natriumsulfit begünstigt wird (Versuche 4’, 6, 7 
und 10). 

Das Reaktionsmilieu dürfte für die assimilatorische Phase der Abbau- 
vorgänge nicht von Bedeutung sein (Versuche 5, 6 und 7). Für die dissi- 
milatorische Phase (Denitrifikation) werden die früheren Ergebnisse be- 
stätigt?). 

Aus dem Versuchsprotokoll des Ammonchlorid-Milchsäure bzw. Brenz- 
traubensäuresystems läßt sich entnehmen, daß der unter B kurz charak- 
terisierte Abbau wesentlich einförmiger verläuft als im vorigen System, 
wobei zudem nur die dissimilatorische Phase des Abbaus einigermaßen 
Differenzierungen erkennen läßt. 


1) Siehe die quantitativen Stoffwechselvorgänge. 

2) Wobei die Frage offen bleibt, ob es sich hier nicht um Bakterien- 
abbauprodukte handelt. 

3) Daß die Ninhydrinreaktion nur in zwei Fällen positiv ausfiel, dürfte 
in der relativ geringen Empfindlichkeit dieser Reaktion gegenüber der 
Biuretreaktion zu suchen sein. Vgl. die betreffenden Angaben im Kapitel 
„Nachweismethoden‘“. 

1) Vgl. das Kapitel „Lebensbedingungen des B.pyoc. in einfachen, 
chemisch wohldefinierten Náhrlósungen”“. 
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Der Einfluß der verschieden alten Kulturen bzw. Bakteriengenerationen 
zeigt sich hier darin, daß der in den zweitägigen Kulturen als Brenztrauben- 
säure gebildete Acetaldehyd nach 8 Tagen vollständig zu Essigsäure ab- 
gebaut ist, wobei in den zweitägigen Kulturen regelmäßig Acetaldehyd, 
wenn auch in geringen Mengen, nachzuweisen ist. Weder Brenztrauben- 
säure noch Acetaldehyd ist in den achttägigen Kulturen noch nachzuweisen, 
in welchen sowohl bei alkalischer als auch bei saurer Reaktion die Milch- 
säure primär durch äquimolare Mengen Brenztraubensäure ersetzt worden 
war (Versuche 3” und 4’). Es dürfte also hier der Brenztraubensäure eine 
die Abbaugeschwindigkeit bestimmende Eigenschaft zukommen, welche 
von der Wasserstoffionenkonzentration nicht wesentlich beeinflußt werden 
kann. 

Auch hier führt die Cannizzarosche Umlagerung zur Bildung von 
Äthylalkohol und Essigsäure bei Anwesenheit von Alkalikarbonat (Ver- 
suche 5 und 6), wohingegen die Anwesenheit von Brenztraubensäure und 
von Natriumsulfit keinen wesentlichen Einfluß auf den Reaktionsverlauf 
dieses Systems auszuüben scheint (Versuche 7 und 8). 

Die chemischen Umwandlungen im besprochenen Ammonchlorid- 
system erscheinen gegenüber denjenigen im Nitratsystem allgemein träger 
und weniger tiefgreifend und daher energieärmer zu verlaufen. 

Aus dem Versuchsprotokoll des Pepton-Milchsäuresystems läßt sich, 
wie unter C oben bereits angedeutet, mit Sicherheit über die chemischen 
Umwandlungen, welche die C- Quelle (Milchsäure) erfährt, nichts entnehmen. 

Über die chemischen Veränderungen, welche die N-Quelle erleidet, 
seien folgende Angaben gemacht: Die dissimilatorische Phase der zwei- 
tägigen Kultur baut unter Bildung von viel Ammoniak nicht nur die 
biureten N-Verbindungen (Albumosen), sondern auch die primär vor- 
handenen Aminosäuren ab. Dabei werden die, welche die Millonsche 
Reaktion geben (Oxyphenyle = Tyrosin) interessanterweise gänzlich 
eliminiert!). In diese Phase fällt eine kräftige Produktion des Pyocyanin- 
farbstoffes. Eine weitere Dissimilation (Denitrifikation) ist nicht zu beob- 
achten, aber auch keine Assimilation (Nitrifikation) desselben zu Nitrit 
oder Nitrat ?). 

Die assimilatorische Phase liefert bereits neben hitzekoagulablen 
Stoffen (Albumin ?) eine große Menge von Bakterieneiweiß, das wohl in 
erster Linie als Assimilat des Ammoniaks angesprochen werden muß?), 
indem bei der zehntägigen Kultur (Versuch 1’), eine weitere Bildung von 
Ammoniak nicht mehr zu beobachten, sondern dasselbe beinahe ver- 
schwunden ist?). In der dissimilatorischen Phase zeigen sich auch hier 
keine weiteren Veränderungen; die Bildung von Essigsäure nimmt noch 
etwas zu. In der assimilatorischen Phase nimmt die Bildung von hitze- 
koagulablen Stoffen ihren Fortgang. während die Produktion des Bakterien- 
eiweißes ins Ungemessene gesteigert ist; das erstmals gebildete Pyocyanin 
dagegen scheint abgebaut und nicht mehr gebildet zu werden. 


1) Auf diese Tatsache wird später noch zurückzukommen sein. 

2) Wobci eine Bildung von kleinen Mengen Nitrit trotzdem nicht aus- 
geschlossen ist, indem dieses von den Bakterien sogleich wieder aufgezehrt 
werden kann. | 

3) Welches, wie schon früher angedeutet, auch als Dissimilat des 
Bakterieneiweißes gedeutet werden kann. 

2) Dabei scheint auch die Assimilation der Phosphorsäure eine weit- 
gehende zu sein. 
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Die chemischen Umwandlungen im Pepton-Milchsäuresystem können 
als die tiefgreifendsten und intensivsten der drei untersuchten Systeme an- 
gesprochen und müssen demnach auch als die energiereichsten betrachtet 
werden. 


Der quantitative Stoffwechsel. 


Technisches: Je 100 ccm Nährlösung, deren Zusammensetzung unten 
angegeben, wurden bei 110° während 15 Minuten sterilisiert, die Proben 
mit je 0,1 cem einer 24 stündigen, wásserigen Agarabschwemmung!) des 
Stammes Nr. 1 beimpft und bei 37% in feuchten Kammern bebrütet. 


Versuch 1: 0,4 Proz. NaNO,, 0,5 Proz. Na-Lactat, 0,5 Proz. NaCl, 

m/5 KH,PO,/Na,HPO, Py = 7,4 = N. L. 2). 

de 2: 0,4 Proz. NaNO,, 1,0 Proz. Pepton ‚Siegfried‘, 0,5 Proz. NaCl, 
m/5 KH,PO,/Na¿HPO,, Ph = 7,5 = N. L.,?). 

ge 3: 0,25 Proz. NH,Cl, 0,5 Proz. Na-Lactat, 0,5 Proz. NaCl, 
m/5 KH,PO,/Na¿HPO,, Py = 7,5 = N. L., ʻ). 

ge 3": N. L., + 0,01 cem m/10 MnCl, . 4 H,O. pa = 7,5. 

š 4: N. L.,5) + 0,4 Proz. B. T. S., pa = 7,5. 
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33 | Be 1 Umgemande ¿33 33, a la |Ë 
Nach | SI Bn er Mrt A8 véi) En BLE 
E x da Sanar ` ` E27 miss = 
SES pe Š o o > E 
g | g ' g g g Proz. + g : Proz. & | Š 
Versuch 1. 

Or ny P Bé |0415 | 100,0] — j — |74 74 

6 "0,000 0,000 ‚0.000 0,000 10,402 |0,402| 969 0,013 er 74 
10 ¡0,004 0000 | 0,007 | 0,000 0389 | 0,396 4674 S 
1 x 24 | 0,008 0,000 ‚0,010 0.000 0,383 0393 947 0022 5,3 | 74 7,4 
2 x 24 0027 0000 | 0,035 0000 0,354 | 0,389 | 937 0,026 63 7,4 | — 
3 x 2 0047 0000 | 0,058 0.000 0327 0,385 | 92,4: 0030 76| 74 | — 
5 x 24 0,059 0,000 0073 0.000 0,270 | 0,343 826 0,072 17,4 | 7.4 | 7,6 
T x 24;0,063 0,000 '|0,078 | 0,000 0,265 0,343 | 82,6| 0,072 17,4 | 7,4 '7,8 
9 x 24 0.073 0,000 0,090 | 0,000 0,253 | 0,343 8216| 0.072 17,4 | 74 7,8 
10 x | 0,067 | 0,024 0.226 | 0.317 | 76,4 0,098 23/6 74 |78 

Versuch 2. 

EH — | — 0,403 | 0,403 | 100,0 | 2.105375 
6 — 0,403 10,403 | 100,0 — E y E 
0,028 0,004 |0,035 | 0,024 | 0,350 10,989 96,5 0014 3,5 1,5 en 
1 x 94 0045|0021 0,056 | 0,131 | 0,156 | 0,343 | 85,1 0060 14,9 = 
2 x 24; 0057 0034 |0070| 0212 0,009 0,291 | 72.2 0,12 27,8 75 = 
3 x 24| 0023 0.018 |0028 [0.113 ¡0,000 0141, 36,5 0,272; 63,5 | 7,5 (8,4 
5 x 94 0015 0011 10,019 ; 0,065 0000 0084 208 | 0319 792 75 184 
7 x 24 0,081 0009) | — | — ¡[0.000 Ge ! == EE 
9 x %4.0033 0,018**) — | — 000 — — -— — 75/88 
10 x 24| 0.029| 0013+) ' Kn, 000) — — '—  — |7588 


*) Entsprechen 0,022 NaNO,. — — **) Entsprechen 0,044 NaN O». — H Entsprechen 0,3 INaN O». 


1) Wozu die Bakterien einer Schrägagaroberfläche in 10 ccm sterilem 
Wasser aufgeschwemmt wurden. 

2) Siehe Fußnote S. 336. 

3) Siehe Fußnote S. 340. 

4) Siehe Fußnote S. 338. 

5) Milchsáure ist durch Brenztraubensäure (B. T. S.) ersetzt. 
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Verbraucht. 


Wieder: 











Nach | gefundenes | Ammonchlorid bzw. Stickstoff py"Wert 
Stunden | ¡Ammonchlorid : 

| g | g Anfang Schluß 

o DA A a ee z 75 | 75 

6 024 | 003 | 53 0034 | 75 75 
10 0,239 | 0015 61 000393 75 7,5 
1x 24! 0,230 | 0,017 ' 6.9 0044 ı 75 7.5 
2x24| 0,230 0017 | 69 0044 75 7.5 
3 x 24| 021 | 0026 10.5 | 0,00681 | 75 7.5 
5 x 24 0,221 0,026 10,5 000681 . 75 7.5 
7 x 24 0,221 | 006 | 105 0,00681 ¡ 75 7.5 
9 x 24|| 0218 0,029 1 11,7 0,007 59 | 7,5 71,5 
10 x 24! 0218 | 009 | 17 | 000759 ' 75 75 

Versuch 3' 

Oi Q ges Y (ee ri. ze 7,5 7.5 

6 | 0239 | 006 ` 24 | 0,001 57 7,5 7,5 

10 0,237 0008 | 33 | 000209 15 75 
1x24| 0235 0010 ¡ 41 0002062 75 7.5 
2 x 24 0,230 || 001 6,1 0,003 93 | 75 | 1,5 
3x24 0,230 0,015 6,1 0,003 93 | 15 Q 038 
5x24| 0226 | 0,019 7.7 0049 | 75 + 75 
7 x 24 x 0,228 007 | 69 0,00445 75 7,5 
9x24 0231 | 0014 | 57 000367 75 75 
10x24) 0231 | 004 ' 57 ' 000367 75 7.5 

Versuch 4. 

0 + 0,299 gës, ? gn ZE. af SR Jr 58 

6 : 0,297 002 , 085 0,00052: 75 7,5 

10 ; 0,225 x 0.004 17 0.0105! 7,5 7.5 
1x24; 0222 | 0,007 | 3,1 0,00183 | 75 7.5 
2x24| 0217 0012 : 52 ' 0,00314 7.5 75 
3x 24 0214 005 | 65 1000393, 75 75 
5 x 24 | 0214 | 0015 | 65 | 000393 x 75 75 
7x2 020 0019 | 8⁄3 | 0,00498 | 7,5 7.5 
9 x 24; 0218 | 0011 48 0,00288 | 75 7,5 
10x24 0214 | 0015 065 0,00393 | 75 7,5 


Ergebnisse der Versuche über den quantitativen Stoffwechsel des B. pyoc. 


Da der Nitratabbau über Nitrit zu elementarem Stickstoff erfolgt 
(Versuche 1 und 2), dürfte folgende stöchiometrische Formulierung des 
Abbaus in Frage kommen: 





(1) Nitritphase: (2) Phuse des elementaren Stickstofts: 
2 HNO, > 2 HNO, + O, 4 H NO, > 2 N, + 3 O, + 2 H,O 
(2) in (1) eingesetzt: (3) 4 HNO, > 2 N, + 3 O, + 2 O. + 2H,O 
(1) mit (3) kombiniert: 2 HNO,> 2 H NO, + O, 
(5) 6 HNO, > 2 H NO, + 2 N, + 60, + 2H,O 
(5) vereinfacht: (6) 3 HNO,> HNO, + N, +30, + H,O 


1. Für das Nitrat-Milchsäuresystem (Versuch 1) ergibt der Nitrat- 
abbau folgende Zahlen: 0,098 g = 23,6 Proz. des anfänglich vorhandenen 
Natriumnitrats werden zum Aufbau des Bakterieneiweißes verbraucht, 
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entsprechend 1,1 m. M.!) Natriumnitrat. Von den verbleibenden 0,317 g 
= 76,4 Proz. Nitrat werden in der letzten Phase 0,024 g Nitrat, entsprechend 
0,3 m. M. als elementarer Stickstoff aus dem System ausgeschieden, während 
in der Kulturflüssigkeit noch 0,067 g Nitrat, entsprechend 0,8 m. M. als 
Natriumnitrit und endlich 0,226 g, entsprechend 2,6 m. M. Natriumnitrat 
vorhanden sind. 


Es kann daher folgende Schlußbrlanz für das Nitrat-Milchsäuresystem 
aufgestellt werden: 


Assimiliertes Nitrat . . . . . . . . . 1,1m.M. Na NO, 
Elementarer Stickstoff. . . . . . . . 0,3 ,, , Na NO, 
Natriumnitrit. . . . . . . . . +. + + 0,8 ,, , NaNO, 
Natriumnitrat (Rest) . . . . . . . . 26,, „ Na NO, 





Total s. 4,8 m. M. Na NO, 
Ursprünglicher Nitratgehalt . . . . . 4,8 m. M. 


2. Für das Nitrat-Peptonsystem (Versuch 2) ist der Nitratabbau in 
der halben Zeit beendigt gegenüber dem Nitrat-Milchsäuresystem, also 
bereits in fünfmal 24 Stunden") Für diesen Zeitpunkt gelten folgende 
Zahlen: 0,319 g = 79,2 Proz. des anfänglich vorhandenen Nitrats werden 
zum Aufbau von Bakterieneiweiß verbraucht, entsprechend 3,7 m. M. 
Natriumnitrat. Von den verbleibenden 0,084 g = 20,8 Proz. Nitrat werden 
0,065 g, entsprechend 0,8 m. M. als elementarer Stickstoff aus dem System 
ausgeschieden, während hier nur noch 0,019 g Nitrit, entsprechend 0,2 m. M. 
Natriumnitrat in der Kulturflüssigkeit verbleiben. 


Es kann daher folgende Schlußbilanz für das Nitrat-Peptonsystem 
aufgestellt werden: 


Assımiliertes Nitrat . . . . . . . . . 3,7 m. M. 

Elementarer Stickstoff. . . . . . . DR ,, „ Na NO, 
Natriumnitrit. . . . 222 . . . . .02,, , Na NO, 
Natriumnitrat (Rest) . . . . . . . . 0,0 ,„ , Na N O, 


Total: 4,7 m. M. Na NO, 
Ursprünglicher Nitratgehalt . . . . . 4.7 m. M. 


Bereits ein oberflächlicher Vergleich der beiden Bilanzen zeigt deutlich, 
daß ein prinzipieller Unterschied im Chemismus des Abbaues nur insofern 
besteht, als dort, wo neben Nitrat als N-Quelle Pepton zugegen ist, etwa 
dreimal mehr Nitratstickstoff zum Bakterienaufbau verwendet wird, als 
in der rein anorganischen Kulturflüssigkeit. Es dürfte dies vor allem darauf 
hinweisen, daß der Stickstoff, welchen die Bakterien zum Aufbau ihrer 
Leibessubstanz benötigen, in Form ganz einfacher, vielleicht sogar immer 
anorganischer Verbindungen aufgenommen wird. 


3. Für das Ammonchlorid-Milchsäuresystem (Versuch 3) ergibt der 
N-Abbau folgende Zahlen: 0,029 g = 11,7 Proz. des anfänglich vorhandenen 
Ammonchlorids werden zum Aufbau des Bakterieneiweißes verbraucht, 
entsprechend 0,5 m. M. 


1) m. M. = Milligramm-Mol. 

2) Daß später (nach siebenmal 24 Stunden) noch Nitrit gebildet wird, 
nachdem bereits das ursprüngliche Nitrat abgebaut ist, deutet darauf hin, 
daß Pepton Nitrit liefert. 
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Es kann daher folgende Schlußbilanz für das Ammonchlorid-Milch- 
säuresystem aufgestellt werden: 


Assimiliertes Ammonchlorid . . . . . 0,5 m. M. 
Ammonchlorid (Rest) . . . . Al ,, 


Total: 4,6 m. M. NH,CI 
Ursprünglicher Ammonchloridgehalt . 4,6 m. M. 








4. Für das Ammonchlorid-Milchsáuresystem + 0,01 Mn (Versuch 3’) 
ergibt der N-Abbau folgende Zahlen: 0,014 g = 5,7 Proz. des anfänglich 
vorhandenen Ammonchlorids werden zum Aufbau des Bakterieneiweißes 
verbraucht, entsprechend 0,3 m. M. 


Es kann daher folgende Schlußbilanz für das Ammonchlorid-Milch- 
säure-Mangansystem aufgestellt werden: 


Assimiliertes Ammonchlorid . . . . . 0,3m.M. 
Ammonchlorid (Rest). . . . . . . . 4,3 ,, WI 


Total: 4,6 m. M. NH, Cl 
Ursprünglicher Ammonchloridgehalt . 4,6 m. M. 





5. For das Ammonchlorid-Brenztraubensáuresystem (Versuch 4) ergibt 
der N-Abbau folgende Zahlen: 0,015 g = 6,5 Proz. des anfänglich vor- 
handenen Ammonchlorids werden zum Aufbau des Bakterieneiweißes ver- 
braucht, entsprechend 0,3 m. M. 


Es kann daher folgende Schlußbilanz für das Ammonchlorid-Brenz- 
traubensáuresystem aufgestellt werden: 
Assimiliertes Ammonchlorid . . . . . 0,3m.M. 
Ammonchlorid (Rest). . . . . . 40, ,, 


Total: 4,3 m. M. NH,Cl 
Ursprünglicher Ammonchloridgehalt . 4,3 m. M. 


Bezüglich der Wärmetönung kann hier nur auf folgendes hingewiesen 
werden: 
Vorausgesetzt, daß der Nitratumsatz!) nach dem Schema: 
KNO, > KNO, > N, 
erfolgt, müssen daraus für jedes bis zum freien Stickstoff abgespaltene 
Milligramm-Mol Nitrat theoretisch 0,1458 Cal. frei werden. Dieser Schluß- 
effekt wird aus folgenden Stufenreaktionen gebildet 21: 
2KNO,+2H,>2KNO, + 2H,0 + 90,4 Cal. 
2KNO,+ H,> N, +2KOH + 554 „o 
Total: + 145,8 Cal. 


Tst noch eine weitere Reduktion bis zu Ammoniak zu berücksichtigen: 
N,+6H>2NH, + 41,0 Cal., 
so würden 145,8 + 41,0 = 186,8 Cal. zur Verfügung stehen. 


1) Thermochemische Umsetzungen des Ammonchlorids dürften hier 
weniger in Frage kommen. 
2) Niehe Landolt- Börnstein, Tabellen. 
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Dieser theoretisch gedachte Ablauf setzt eine Reduktion mit Wasser- 
stoff voraus. Über die entsprechenden Vorgánge in bakteriellen Kulturen 
dúrfte bis heute nichts Náheres bekannt sein. 

Braun und Cahn-Bronner!) rollen diese Fragen, allerdings in einem 
etwas weiten Zusammenhang auf. Sie stellen im wesentlichen folgendes 
fest. Es sei bekannt, daß die Reduktion des Nitrats für den Pyocyaneus 
mit einem Energieaufwand verknüpft sei. Die Versuche hätten gezeigt, 
daß er unter aeroben Verhältnissen mit Nitrat als einziger N-Quelle nur 
dann leben kann, wenn er gleichzeitig einen oxydierbaren Körper (Milch- . 
säure, Traubenzucker) zur Verfügung habe. Milchsäure und Nitrat gestatten 
ihm nur, aerob zu leben. Mit Hilfe des Luftsauerstoffs greife er die Milch- 
säure an und gewinne daraus die Energie, um das Nitrat zu reduzieren und 
so seinen N-Bedarf zu befriedigen. Er könne aber nicht gleichzeitig aus der 
Nitrat-Reduktion seinen O,-Bedarf decken. Die genannten Autoren stellen 
weiterhin fest, daß der Pyocyaneus nicht fähig ist, auch bei Vorhandensein 
von 1 Proz. Traubenzucker bei Luftabschluß seinen O,- und N-Bedarf aus 
dem Nitrat zu decken. Dabei konnte festgestellt werden, daß er unter 
aeroben Verhältnissen Traubenzucker unter Säurebildung zu spalten vermag. 
Auch bei Vorhandensein von Ammoniak als N- Quelle mit und ohne Trauben- 
zucker erfolgte aerob kein Wachstum. 

Bei Zusatz von 1 Proz. Asparaginsäure dagegen, ohne Traubenzucker, 
konnte der Pyocyaneus im Nitrat-Milchsäuresystem unter anaeroben Be- 
dingungen sich vermehren. 

Da gezeigt wurde. daß beim B. pyoc. die Oxydation der Milchsäure zu 
Brenztraubensäure und Wasser führt, kann dieser Vorgang thermochemisch 
wie folgt formuliert werden: 


CH,.CH(OH)COOH + O > CH,.CO.COOH + H,O + 175,2 Cal., 


wobei für die gelöste Milchsáure eine Verbrennungswärme von 167,4 Cal. ?), für 
die gelöste Brenztraubensáure eine solche von 274,6 Cal.) und für das 
Wasser eine Bildungswárme von 68,0 Cal.*) in Rechnung gesetzt werden. 

Für den weiteren Abbau der C-Quelle kommt in erster Linie die 
carboxylatische Spaltung der Brenztraubensäure zu Acetaldehyd und 
Kohlensäure in Frage, welche aber nach Blaschko°) praktisch ohne Wärme- 
tönung verläuft. 

Braun und Cahn-Bronner®) stellen sich vor, daß das B. pyoc. zur 
Aufspaltung des Nitrats zuerst die Milchsäure oxydieren müsse, um mit 
der dabei frei werdenden Energie das Nitrat angreifen zu können, woraus 
es den anaerob zum Leben nötigen Sauerstoff gewinne. Dieser benutze das 
Bakterium zu Oxydationen, welche ihm seinen zum Leben nötigen Energie- 
bedarf decken würden. Dabei kommt einer höheren organischen N-Ver- 
bindung (Asparaginsäure) als kompliziertem Nährstoff die Fähigkeit zu, 
die Anaerobiose zu ermöglichen, indem nur in deren Anwesenheit bei 
Luftabschluß der Nitratsauerstoff in den Stoffwechsel einbezogen werden 
kann. 


1) Centralbl. f. Bakt., I. O., 86, 390. 

2) Siehe Landolt- Börnstein, 1. c. 

3) Blaschko, diese Zeitschr. 158, 428, 1925. 
4) Siehe Landolt- Börnstein, 1. c. 

5) 1. c. 

6) Ee 
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Solange wir über die thermochemischen Umsetzungen des B. pyoc. 
in den fraglichen Náhrmilieus nicht direkt unterrichtet sind, mag die obige 
Erklárungsweise von Braun und Cahn-Bronner ihre volle Berechtigung 
haben, trotzdem sie das Problem der Anaerobiose nicht unter dem einheit- 
lichen Gesichtspunkt der Sauerstoffversorgung oder besser Atmung «les 
Bakteriums im allgemeinen behandelt. 

Einige Tatsachen und Beobachtungen, besonders bezüglich der Nitro- 
reduktion, werden überhaupt erst dann erklärlich, und es wird daher später 
der Versuch unternommen werden, den gesamten Fragenkomplex über den 
Vorgang der Sauerstoffversorgung bzw. Atmung gemäß den Anschauungen 
von Wieland!) als Dehydrierungsvorgänge in einem möglichst einheit- 
lichen Zusammenhang darzustellen. 

Im folgenden sind die Abbaugeschwindigkeiten des Nitrats bzw. Ammon- 
chlorids aus den Protokollen der Versuche 1 bis 4 berechnet dargestellt. 
Es sind für die Geschwindigkeiten die pro Stunde verbrauchten Milligramme 
Nitrat bzw. Ammonchlorid in den verschieden alten Kulturen als Mittel- 
werte angegeben. 


Abbaugeschwindigkeit. 











Alter der Kultur ` System 
Stunden . 1 5 2 | 2'a | 4 
0 = | = Ss = == 
6 22 — 22 1.1 0.3 
10 1.5 3,5 0,5 0,5 05 
24 0,2 3.3 0,1 0.1 02 
2 x 24 0,2 2.2 00 U 0.3 
3 x 24 0.2 0.7 0,4 0,0 0.1 
5 x 24 0.9 1.0 0.0 0.1 00 
7 x 24 0,0 — 0,0 0.04 0.1 
9 x 24 0.0 = 0.4 0.3 —02 
19 x 24 1.0 — 0.0 0,0 — (0,2 


Hieraus ergibt sich, daß die Geschwindigkeit. in den verschieden alten 
Kulturen, mit der die vorhandene Stickstoffquelle von den Bakterien 
assimiliert wird, beständig wechselt. Diese Eigentümlichkeit läßt die vor- 
liegenden Abbauvorgänge noch komplizierter erscheinen, als man anfänglich 
annehmen konnte, und zu deren Erklärung dürfte mit etwelchem Recht 
darauf hingewiesen werden, daß das Charakteristische daran in einem 
steten Wechsel des Gleichgewichts zwischen der assimilierenden und der 
dissimilierenden Phase zu suchen ist. Dies dürfte ferner durch einige Daten 
im Abbau der Systeme 2 (Versuch 3), 2’a (Versuch 3%) und 4 (Versuch 4) 
bestätigt werden, wo bei gleichbleibendem Umsatz (10,5 Proz. NH,C]) in 
der Phase von dreimal bis siebenmal 24 Stunden (Versuch 4) die Zahl der 
lebenden Bakterien in zweimal 24 Stunden von 2000 Millionen auf 500 Mal, 
onen sinkt (siehe Bakterienverinehrungskurve) oder, was dasselbe bedeutet: 
es ist im System 4 (Versuch 4) in den beiden letzten Wachstumsphasen 
deutlich eine gleich große, aber negative Abbaugeschwindigkeit zu beob- 
achten. Es ist nach reichlichem Bakterienwachstum mehr Ammoniak- 
stickstoff vorhanden als in der vorangegangenen Phase. 


1) Wieland, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 45, 484, 1912; 46, 3327, 1913; 
47, 2085, 1914. 
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Auf die Wahrscheinlichkeit, daß Bakterienabbauprodukte in den 
Stoffwechsel einbezogen werden!), wurde bereits früher hingewiesen, und 
es wird bei der Toxinbildung nochmals darauf zurückgegriffen werden. 


Die Wirkung des Mangans (Versuch 3 und 3’, wo effektiv am Schluß 
das Mangansystem nur einen halb so großen Ammonchloridumsatz auf- 
zuweisen hat als das manganfreie System) kann als eine ausgesprochen 
hemmende bezeichnet werden. Dem verringerten N-Umsatz entspricht 
ein stark vermindertes (gehemmtes) Bakterienwachstum. Siehe Bakterien- 
vermehrung in den Systemen 2 und 2’a, Tabelle A. 


Die intramolekulare Atmung. 


Technisches: Fs wurden von den unten näher bezeichneten Nähr- 
lösungen je 200 ccm hergestellt und zu 100 cem bei 110° während 15 Minuten 
sterilisiert. 


a) Vorbereitung der Bakterien. Je 100 ccm der obigen sterilen Nähr- 
lösungen wurden mit einer 24stündigen wässerigen Agarabschwemmung 
des Stammes Nr. 1 beimpft und nach 48stündiger Bebrütung bei 37° wieder- 
holt scharf zentrifugiert und mit steriler physiologischer Kochsalzlösung 
gewaschen, bis die Bakterienleiber in reiner Kochsalzlösung aufgeschwemmt 
vorlagen. Diese Aufschwemmungen wurden mit sterilem Wasser so weit 
verdünnt, bis sie untereinander ungefähr gleich dicht erschienen. 


b) Beimpfung der Nährlösungen. Die verbleibenden 100-ccm-Proben 
der obigen sterilen Nährlösungen wurden je mit O,lccm der unter a) be- 
schriebenen wässerigen Bakterienaufschwemmungen beimpft, bei 37° ın 
feuchten Kammern bebrütet und nach gegebenen Zeiten (Alter) wurde die 
Größe der Nitroreduktion bestimmt. 


“Versuch 1: 0,4 Proz. NaNO,, 0,5 Proz. Na-Lactat, 0,5 Proz. NaCl, 
m/5 Na,HPO,/KH,PO, Py = 7,5. 
0 gi 1”: Versuch 1 + 0,05 ccm m/10 MnCl,. 4 H,0, py = 7,6. 
0 e 17: Versuch 1 + 1 Proz. „Liebig“ Fleischextrakt, py = 7,6. 
0* 0,25 Proz. NH,Cl, 0,5 Proz. Na-Lactat, 0,5 Proz. NaCl, 
m:5 Na,HPO,/KH,PO, py = 7,5. 
0* SR 2’a: Versuch 2 + 0,01 com m/10 MnCl, . 4 H,0, py = 7,6. 
2 2’b: Versuch 2 + 0,05 cem m/10 Mn Cl, . 4 H,0, py == 7,6. 
i 2”: Versuch 2 + i Proz. „Liebig“ Fleischextrakt. py = 7,6. 
e 3: 0,25 Proz. N H,Cl, 0,4 Proz. Brenztraubensáure, 0,5 Proz. 
NaCl. m/5 Na,HPO,/KH,PO, py = 7,5. 


= Quantitativer Abbau der N,Quelle bekannt. 
6 = Bakterienvermehrung bekannt. 


Lë 


1) Braun und Cahn-Bronner, diese Zeitschr. 131, 298, 1922, erwägen 
diese Möglichkeit ebenfalls auf Grund der Erfahrung, daß das B.pvoc., 
wie übrigens Proteus- oder Cholerabazillen, mit starken tryptischen Fer- 
menten versehen ist. 
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Alter der untersucis 























| 
| 
250 05 | 240 0,0 | 250 
























00 240 0.0 250 1 
ñ 
26 07] 2 | 05 | 26 lo 2 08 [| 3) 01 
6 + 2860-50 1 281 36 Str E s a 
80 30 | 76 3,5 | 82 35 | 32 | 20 | 33 x ü 
105 ¡ 35| 98 40 | 104 3,5 57 35 | 55 a 
200 3,5 | 196 40 | 202 5,0 79. y 38 80 N 
240 35 j 240 40 | 240 50 | 103 ` 40 | 12% 
| | 178 40 | 1% gé 
| | | 240 4.0 240 | 
îe 
34 04| 27 j 02 24 0,2 10 '<02 | 10 | W 
55 10 ' 48 | 07 ' 45 1,2 31 Lë x 32 ` Ü 
79 12, 72 | 16 70 16. 5 17 | s 4 
128 20 | 120 | 15 | 120 25, 104 : 30 107 : Ë 
215 2,0 | 240 15 | 168 25 ı 10 | 30 ms Y 
260 2,0 | 216 25 | 240 | 30 x % Y 
| 240 3,0 | i 
4 |>01 | 18 00 | 14 on 33 0,0 33 q 
50 !'>05 |! 44 0,1 4 ell 7 0,1 x 3 1 
8 <12 il- 70 1,2 72 |>05 96 0,7 7 
105 12 120 12 | 90 |" 12 | 145 !<I5 | 12 
192 12 1992 x 12 | 160 12 | 242 15 | 168 
245 12 | 240 Kéis | .1% | I| 240 
26 02% 21 | 00 24 00 | 10 | og | 24 
58 | 12 | | | 3 00 36 
80 15 | | | 57 0,2 60 
151 Lë | | | | 78 1,2 72 
240 15 | 240 00 ` 250 0,0 | 151 12 160 
KH EA 
| | 1,2 
1) Es ist hier durchweg Aminoanthrachinon verstanden. — 2) Diese Kultur läßt kein Bakterien 
10 x 24 Stunden merklich verstarkt. — 4) Von 0 bis und mit 10 Stunden wächst die Kultur stark 


Fluoreszenz, die sich nach 10 x 24 Stunden wesentlich verstärkt (Farbstoffbildung). — 5) Die Kultur 
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dturen in Stunden. 




































































3x 24 | 5x 24 | 7x 24 | 9 x 24 | 10 x 24 
g 1) nach 
sd |o mg Std | mg | Std | mg | Sa | mg Std | mg 
h 1 
10 0.0 32 |<01 | 56 00; 34 | 00 58 A 
58 0,3 56 |<02 | 80 | <Ol | 80 <oOl | 130 | < 0,1 
85 0,4 | 100 |<02 JI 150 0,1 | 100 | <01 | 230 0,1 
10 : 04 | 200 02 | 240 of | 200 0,1 || 250 | 01 
au ` ch 240 | 02 | 240 | oi | 
40 05 ` | | | x | | 
| | | d 
h 12). 
10 00 34 0,0 57 oui 36 00 | 6 0,0 
| | | | u x 
| | 
| | , i 
40 00 ` 240 00 240 | oni 20 | oo! 250 | op 
h 13y. 
3 0.0 7 01 | 8 |<01| 26 |<01[ 25 0,0 
9 <01 55 02 | 27 0.1 | 49 0,1 | A8 0,2 
31 02. 75 <03 | 7 OL | 79 02 | 102. | op 
56 05 ¡ 122 | 03 | 126 02 | 129 <03 | 147 0.7 
05 10 , 173 03 168 , 02f 171 |<08 | 169 0,7 
30 12 | 226 03 ` 240 02 | 240 | <03 | 241 0,7 
20 15 | 20 0,3 I | | | 
60 2,0 | | . i 
h 2. 
8 <Ol, 3 0,3 57 |<0T7 1 35 04 | 58 0,5 
57 1 05 , 57 |<07 83 | 0,7 83 |>05| 82 0,5 
84 05 | 105 10 | 154 | <10 | 106 07 171 05 
54 | <07 | 202 | 10 | 20 10: 19 |<10 | 240 05 
60 ,<0T7 240 | 10 | 943 | <10 ` 
| | | | x 
i | | 
h 2'a 4). 
23 <02 48 | 07. 1 mini 03] 26 o 
18 12 74 | oni 52 | 07 50 oäl 52 04 
96 15 | 105 0,7 94 1.07 | 76 03 | 104 05 
68 1,5 | 160 07 | 144 07 | 128 | >04 | 152 05 
03 1,5 | 205 07 | 206 ' 07 | 176 |>04 | 200 | 0,5 
am Lë | 240 07 | 2488 | >07 | 20 | 05 | M0 | 05 
h 2'b 5). 
9 00' 3 | 02 57 | 05 | 32 | 05i 8 0,0 
55 07" 56 | 05 | 82 0,7 x 8 10 | 33 1,0 
79 . 1⁄2 ' 130 | 07" 9% — 07! 149 10. 82 1,0 
wu i 12 | 21 ; Il 07| 200 1.0 | 120 1.0 
68 1,2 ` 240 0,7 © 26 oi 241 12 | 170 | 10 
° ag) | | FER 
| | , 











la ' 
schten. — 3) Die Kultur beginnt nach 5 X 24 Stunden klumpig und zühflüssig zu werden, was sich bis 
l X24 Stunden an beginnt das normale Wachstum. Die 9 X 24 stundige Kultur zeigt deutlich blaue 
x 24 Stunden gehemmt und wächst dann weiter zu einer normalen 10X24 stiindigen Kultur heran. 
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Alter der unter: 











0 6 | 10 1 x 24 2 
NEB 
Std | mg Std | mg Std. | mg Std | mg Std x 
= — o = Ve 
26 | 05 ¡ 20 | 05 16 0,7 2 1,0 3 m 
56 | 40 50 | 35 | 46 | 40. 7 | 25 8 n 
81 40 | 76 40 ", 94 40 ' 32 | 40 4 1 
104 45 | 98 4,5 192 5,0 81 6,0 3 E 
202 50 ` 196 50 ' 230 5,0 103 | 70 5 5 
242 | 50 ` 236 5,0 154 75 80 23 
| 240 i 80 129 3 
| 155 5% 
| | | 947 dá 
Ve 
3 ¡02 | 27 ; 02 23 | 02 10 : 02 E 
55 0,4 49 "03 ¡; 45 | 05 : 31 ' 03 3 h 
80 | os 74 up. 69 | 0,7 5 07 8 o o 
128 1,0 122 07 < 264 1.7 241 0,7 Iw o» 
249 1,0 149 10 ` | 291 `" 
| 244 10 ` 
= 
24 0,0 25 0,0 23 0,0 10 0.0 35 nu 
240 00 ` 243 0,0 | 239 0,0 250 0,0 344 
| l I 
I a 
34 0,0 36 | 00 ` 32 ! 00 11 0,0 178 ni 
80 | 0,1 80 01 1 78 | 01 3 ¡ 01 2⁄3 r 
246 | 0.1 241 01 | 238 | 01 ` 245 | o 
| | . | | 
\e 
26 : 01 27.01 27 01 | 32 0,1 ap "l 
126 0,2 242 : 02 . 20 0,1 243 | 01 3⁄0 "l 
242 0,3 | | | 
it 
25 | 0,5 21 ¡05 17 ' 07 9 1.5 8 ' 
57 1,0 50 | 15 | 46 y 15 | A 3,5 3 9 
80 | 12 | 75 | 1,7 | 72 y 20 | 56 40 B h 
125 | 17 ! 120 | 20 ` 117 | 30 ` 101 45 126" 
177 20 172 2.5 166 3,5 243 5.0 947 
949 | 20 ` 238 30 2492 | 40 | 
k. 
t 
27 02 207103 © 16 j 03 2, 01 s 
56 | 05, 31 . 05 | 46 | o5 7 | 02 8 
81 05 76 1 05 ' 110 | 05 32 0.3 3 wi 
104 07 9 ! 07 >- 182 07 5 0.3 55 o 
201 10 | 236 0,7 240 | 07 79 0,5 9 "j 
241 10 ` | | 178 0,5 130. 0% 
Ä | 240 05 154 9 
195 `f 


S SE 2 
1) Die Kultur beginnt nach 5 X 24 Stunden klumpig und zähflüssig zu werden, was sich bis 1% - 
4) Die Kultur beginnt nach 5 x 24 Stunden leicht dicklich zu werden. ist aber völlig bomogen. gc" 


lturen in Stunden. 
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3X34 





St 


ch bis zu 10 x 24 St 


























2) Normales Bakterienwachstum. — 
unden etwas verstarkt hat. 











5x 24 9x2 10x 24 
g nach 
Std. | my | Std. | mg l Std. | mg Std. | m | Std. | mg 
h 291) nn | I u I 
jJ 02 gi 01! 8 01." 2 ' 01 25 | 01 
9 O4 | 5 | 02, 27 01 49 02 ' 
10 | 75 |<03 | 126 /<02 ' 129 | 08 , 
96 1,2 | 122 . 03 177 02 , 174 04 ` 
O 20 240 | 04 | 240 "02 | 241 04 2% | 0,1 
a ol | ) | | 
3 30 | E . | | | 
SCH | a | x | 
h 3. 
Š 02 , 35 | 02 57 | 02 | 35 | 02 58 | Ol 
o 05 | 57 | 04 | 241 | 02” 83 | 03 | 82 | 02 
83 | 05 105 | 07, | 106 0,4 171 0,3 
05 l 07 [242 | 10 | i 243 | 04 | 241 0.3 
3 ` 07 | | | | | | x 
| | ` l ; 
h .. | | | | :| 
h 43) 
26 0.0 95 00 ' 30 00 , 32 0,0 8 0,0 
40 0,0 251 0,0 | 240 00 242 0,0 123 0,1 
\ | 243 0,1 
h 53) | 
06 01 58 01 ` 58 01 ` 26 01 | 83 0,1 
32 01 ' 106 01 ¡ 8⁄4 0,2 | 196 02 | 172 0,2 
mm 03 248 03 245 | 02 1 22 | 02 
| | 243 0,3 j i! 
h 63), 
be 0,1 202 : 0,1 || 153 01 a | 0,1 122 0,1 
5 oi ¡ 22 | Ol | 251 01 | 247 0,1 242 0,1 
h E | | | | 
“ 
a Ol 30 01 | 32 01, 3 01 7 | 00 
q 05 | 55 0,3 7 03 | 72 0,4 | 56 0,4 
m DI, 80 0,7 80 05 | 105 0,7 120 0,4 
o 1⁄2 | 10 10 | 152 15 || 200 0,7 | 175 05 
1,7 | 240 15 | 243 15 | 240 1,0 241 ' 05 
| | 
SE | | | 
SA Ap: a 0l 1 8 01 | 2 ' 01 ' 55 | 00 
y 103 j 122 01 í 27 01 | 241 0,1 | 105 0,1 
a 08 | 173 0,2 | 74 0,1 | | 241 0,1 
y ` Dä | 240 02 | 126 02 | 
2] | e | 241 02 | | 
JN | | 
a Fo | | 
| | | | | 
erklich verstärkt, — 3) Überaus kräftiges Bakterienwachstum. — 
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* Versuch 4: 0,4 Proz. Na N O,, 0,4 Proz. Brenztraubensáure, 0,5 Proz. 
NaCl, m/5 Na,HPO,/KH,PO, De = 7,6. 
$ og 5: 0,4 Proz. NaNO, l Proz. Pepton ,, Siegfried“, 0,5 Proz. 
NaCl, m/5 Na,HPO,/KH,PO, Pp = 7,5. 
a 6: Versuch 5 + 0,05 ccm m/10 Xn Cl, . 4 H10, py = 7,6. 
D 7: Versuch 5 + 1 Proz. „Liebig“ Fleischextrakt, pg = 7,6. 


» 8: 1 Proz. „Liebig“ Fleischextrakt, m/5 Na,HPO,/KH,PO,. 
Pg = 7,6. 
* = Quantitativer Abbau der NsQuelle bekannt. 


Keimzahlbestimmung. In den oben angeführten Systemen 1, 1” (mit 
0,01 Mn), 1”, 2, 2’a (siehe S. 351) ergab die Bestimmung der Keim- 
zahl bei 37% folgende Werte: 


Keimzahl pro Kubikzentimeter in 10° angegeben. 




















Nach d System 
Stunden l | y | 1” | 2 2. 
o | 1 l 3 l ] 
6 | ge Bes | 40 = = 
10 = == 400 | == SC 
24 300 1500 3500 | 200 25 
2x M : 1000 300 130 | 1500 300 
3x24 | 400 250 75 | 2000 400 
5 x 24 400 200 70 550 300 
7 x 24 300 150 70 500 | 250 
9 x 24 900 140 )  ' 350 , 200 
10 x 24 110 100 4 ¡ 30 | 120 


Ergebnisse der Versuche über die intramolekulare Atmung. 


Zur úbersichtlichen Darstellung und eingehenden Beurteilung der 
vorliegenden Versuchsergebnisse werden diese in den Tabellen A und B, 
bis B, graphisch dargestellt. 

Der Verlauf der Nitroreduktion findet seinen Ausdruck in den ver- 
schiedenen Kurven, welche dem Alter der verschiedenen Systeme ent- 
sprechen. Es finden sich also die Kurven gleichaltriger Kulturen der ver- 
schiedenen Systeme zusammengestellt. 

Es ergibt sich nun für die nullstündigen Kulturen der verschiedenen 
Systeme folgendes: 

Das reine Nitrat-Milchsäuresystem (B,, 1) zeigt einen äußerst geringen 
Reduktionseffekt. Er erreicht bei geringer Geschwindigkeit nach etwa 
90 Stunden sein Maximum von 0,3 mg Aminoanthrachinon. Bei Gegenwart 
von 0,01 Mn (B,, 1’) verläuft die Reduktion im wesentlichen gleich wie 
ohne Mangan, nur wird maximal der doppelte Effekt (0,5 mg) nach 
15 Stunden erreicht. Bei Gegenwart von Fleischextrakt (B,, 1”) dagegen 
steigt der Reduktionseffekt rasch an und erreicht nach 100 Stunden einen 
maximalen Wert von 3,5 mg. 

Das reine Ammonchlorid-Milchsäuresystem (B,, 2) erreicht bei mittlerer 
Geschwindigkeit nach 130 Stunden seinen maximalen Effekt von 2,0 mg. 
Bei Gegenwart von 0,01 Mn (B,, 2’a) erscheint bei normalem Verlauf der 
maximale Effekt von nur 1,5 mg bereits nach 80 Stunden, während bei 
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0,05 Mn-Zusatz (B,, 2'b) wohl die Geschwindigkeit etwas zunimmt gegen- 
über dem reinen System, der maximale Effekt nach 80 Stunden aber nur 
1,3 mg betrágt. Bei Zusatz von Fleischextrakt (B,, 2”) dagegen wird bei 
wesentlich gesteigerter Geschwindigkeit ein erster Effekt von 4,0 mg 


Ss aA 
Q D a DN 











gebildete mg Aminoanthrachinon 





15 - nd 
J, 
| 
2 | | RN 
0 ai së? j ée? pi == e er J Vu zz SAARA GE 
2 Q 030450 100 150 200 240 g ULIS SO 190 150 200 240 


Stunden Stunden 
Abb. 3, Tabelle_B,. Nitroreduktion der O stündigen Kulturen der Systeme 1—8. 


erreicht, worauf für etwa 20 Stunden keine Nitroreduktion wirkt. Dann 
beginnt wieder ein langsames Ansteigen, wobei nach 200 Stunden der 
maximale Effekt von 5,0 mg erreicht wird. 

Das Ammonchlorid-Brenztraubensäuresystem (B,, 3) erreicht bei ge- 
ringer Geschwindigkeit nach 120 Stunden seinen maximalen Effekt von 
1,0 mg. 

Das Nitrat-Brenztraubensäuresystem (B,,4) zeigt bei normalem 
Bakterienwachstum keine Nitroreduktion. 

Das Nitrat-Peptonsystem (B,, 5) erreicht bei dem bekanntlich überaus 
kräftigen Bakterienwachstum nach 80 Stunden seinen maximalen Effekt 
von kaum 0,1 mg; ein Zusatz von 0,05 Mn (B,, 6) bewirkt bei überaus 
kräftigem Bakterienwachstum unter geringer Steigerung der Geschwindig- 
keit nach 130 Stunden einen maximalen Effekt von 0,2 mg. Ein Zusatz 
von Fleischextrakt (B,,7) läßt unter mittlerer Geschwindigkeit nach 
160 Stunden den maximalen Effekt des Systems von 2,0 mg erkennen. 

Das reine Fleischextraktsystem (B,, 8) endlich zeitigt bei mäßiger 
Geschwindigkeit nach 200 Stunden einen maximalen Eifekt von 1,0 mg. 

Wie der Verlauf der Kurven über die 6-, 10-, 24-... und zehnmal 
24stündigen Kulturen der verschiedenen Systeme klar zeigt, ändert sich 
der Verlauf der Nitroreduktion daselbst zum Teil merklich gegenüber dem- 
jenigen der nullstündigen Kultur. Es zeigt sich ganz allgemein, daß die 
verschiedenen Systeme zu verschiedenen Zeiten ihren maximalen Effekt 
erreichen, worauf dann beim Altern der Kulturen die Größe und die Ge- 
schwindigkeit des Nitroreduktionseffektes abnimmt, teilweise auf Null 
heruntersinkt. 
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Nitroreduktion der 6 stündigen Kulturen der Systeme 1—8. 
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Nitroreduktion der 10 stindigyen Kulturen der Systeme 1—8. 





Abb. 5, Tabelle B.. 
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Abb. 6, Tabelle Bj. 
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Nitroreduktion der 24 stündigen Kulturen der Systeme 1—8. 











100 150 
Stunden 


Abb. 7, Tabelle V. Nitroreduktion der zweimal 24stündigen Kulturen der Systeme 1—8. 
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Abb. 8, Tabelle Be Nitroreduktion der dreimal 24 stündigen Kulturen der Systeme 1-8. 
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Nitroreduktion der fünfmal 24 stündigen Kulturen Nitroreduktion der siebenmal 24 stündig. Kulturen 
der Systeme 1—8. der Systeme 1—8. 
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In den neun- und zehnstündigen Kulturen ist dies besonders ausgeprägt, 
aus welchem Grunde úber diese letzten Wachstumsphasen keine Kurven 
aufgenommen worden sind. Der für das betreffende System charakteristische 
Typus der Kurven bleibt ziemlich konstant, was besonders zu beachten ist. 

Folgende Zusammenstellung gibt nun Aufschluß über die in den ver- 
schiedenen Wachstumsphasen maximal gebildeten Mengen Aminoanthra- 
chinon während einer Beobachtungszeit von 10 Tagen. 


Maximalwerte über die Aminoanthrachinonbildung. 





Alter der Kultur in Stunden 





















System | o | é | m 1x2 2x24|3x24|5x24 WEE |10 x24 

| mg |; mg | mg | mg mg mg mg | mg | mg | mg 
ı "on 05| 05i 12 051 1 05 02 01 | o1! oi 
1' IW EENEG 
1” 1351 40 | 50 40: 15! 20 03. 02 03 07 
2 120 15| 30; 30 ' 15 07 | 10 10: 10 | 05 
2a | 12: Lë 12) 15! 121 161 07 07 05 | 05 
2b 015: —=i— | 15; 12; 12 ¡ 07. 07 1⁄2 | 10 
2” au ap 50: 80: 40 301 04 02 04 0, 
3 ¿10 10 1⁄7 0,7 ' 07! 07| 10; 02 04 | 03 
a 
5 Ol oi 01 Ol Ol 01 x 03 03 02 02 
6 02 02 01 01 01 1 0101 01. Ol 01 0.1 
7 0.7 20 401! 50: 15 17 ' 15; 1⁄6 07: 05 
8 ` 07, 05, 05 05 10 07 02. 02 01 | 0l 


Aus obiger Tabelle geht hervor, daß in jedem System im Verlauf 
seines Abbaus die Reduktionskraft ein Maximum erreicht. Dies tritt selten 
oder nie später als in der 24stündigen Phase auf, durchschnittlich sogar 
früher. 

Vergleichen wir damit die Vermehrungsgeschwindigkeit der Bakterien, 
so können wir folgendes erkennen: 

Für das Nitrat-Milchsäuresystem liegt das Vermehrungsmaximum 
zwischen der einmal 24- und der zweimal 24stündigen Wachstumsphase 
(siehe Tabelle A, 1), in welcher Zeit die Keimzahl sich um das 1000fache 
vergrößert hat; das Maximum der Nitroreduktion geht dieser in der 
24stündigen Phase voraus mit einem Wert von 1,2 mg. 

Für das Nitrat-Milchsäure + Fleischextraktsystem gilt dasselbe Ver- 
mehrungsmaximum in der 10- bis 24stündigen Wachstumsphase (A, 1’), 
wobei sich die Keimzahl um das 3500fache vergrößert. Das Maximum der 
Nitroreduktion findet sich in der 6- bis 10stündigen Phase mit 5,0 mg. 

Für das Ammonchlorid-Milchsäuresystem liegt das Vermehrungs- 
maximum in der zwei- bis dreimal 24stündigen Phase (A, 2), wobei sich 
die Keimzahl um das 2000fache vergrößert; das Maximum der Nitro- 
reduktion liegt mit 3,0 mg in der 10- bis 24stündigen Phase. 

Für das Ammonchlorid-Milchsäuresystem + 0,01 Mn liegt das Ver- 
mehrungsmaximum in der ein- bis dreimal 24stündigen Phase, wobei die 
Keimzahl um das 400fache größer wird (A, 2’a); das Maximum der Nitro- 
reduktion liegt mit 1,5 mg in der einmal 24stündigen Phase. Bezüglich 
der Größe der Bakterienzahl und der Größe der Nitroreduktion ist zu 
sagen, daß dieselben einander nicht proportional sind, sondern es finden 
sich bei ganz verschieden großen Bakterienzahlen gleiche Nitroreduktions- 
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maxima, wie dies A,, 2 und 2’a zeigen. Bei A, 1 ” (Fleischextraktwirkung). wo 
in dem Maße plötzlich der Wert der Nitroreduktion von 4,0 auf 1,5 sinkt, 
wáhrend die Keimzahl von 3500 auf 500 Millionen sinkt, kónnte mit einem 
Zusammenhang zwischen diesen beiden Funktionen gerechnet werden. Da 
aber andererseits im Fleischextraktsystem (Versuch 8) die Keimzahl nicht 
größer ist als im System Fleischextrakt-Nitrat (A, 1”), welches für die 
Nitroreduktion einen maximalen Wert von 5,0 aufweist, zeigt das Fleisch- 
extraktsystem nur einen solchen von 1,0 mg. 


3500 














2000 


Bakterienzah! 


1500 





720 Zedg 10. 
Stunden 
Abb. 11, Tabelle A. Bakterienvermehrung in den Systemen 1, 1’ (0,01 Mn) 1’’, 2, 2'a. 
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Die Größe der Nitroreduktion steht somit nicht in Proportionalitát 
zur Keimzahl, sondern es besteht nur ein Zusammenhang zwischen der 
Vermehrungsgeschwindigkeit und der Größe der Nitroreduktion. 

Wenn nun zu beobachten ist, daß die maximalen Nitroreduktions- 
werte in den ersten Wachstumsphasen rasch geringer werden oder ganz 
verschwinden, kann das entweder auf ein Abgehen der Bakterien oder der 
im System die Nitroreduktion gebenden Komponenten zurückgeführt 
werden. Daß in den letzten Wachstumsphasen immer noch 10- bis 100 mal 
mehr lebende Bakterien als zu Beginn des Versuchs nachzuweisen sind, 
zeigen deutlich die Vermehrungskurven. 

Andererseits weisen z.B. das Nitrat-Brenztraubensäuresystem (Ver- 
such 4), das Nitrat-Peptonsystem (Versuch 5) und das Nitrat-Peptonsystem 
-- 0,05 Mn (Versuch 6) keine oder doch keine beachtenswerte Nitroreduktion 
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auf. Dies weist darauf hin, daß die N- und die C-Quelle bzw. deren Abbau- 
produkte in einer bestimmten Beziehung zur Nitroreduktionstätigkeit der 
betreffenden Systeme stehen. Wird außerdem beachtet, daß der qualitative 
Stoffwechsel als Abbauprodukt der Milchsäure Brenztraubensäure liefert, 
welche beim Abbau in Gegenwart von Pepton nicht nachgewiesen werden 
konnte, wohl aber die entsprechend tieferen Abbauprodukte, und ferner, 
daß bei Gegenwart von Pepton über dreimal mehr Nitrat assimiliert wird 
als ohne Pepton, so sind folgende Zusammenhänge bezüglich der Bedeutung 
der N- und C-Quelle für den Vorgang und das Wesen der Nitroreduktion 
naheliegend. 

Die Nitroreduktion ist an dehydrierbaren Wasserstoff gebunden. Im 
vorliegenden Falle liefert ihn zur Hauptsache die C-Quelle (Milchsäure), 
ausnahmsweise vielleicht auch die N-Quelle (NH,Cl) (Versuch 3). Der 
Vorgang der Nitroreduktion entspricht dem Abbau der C-Quelle zu Brenz- 
traubensäure. Ist bereits von Anfang an solche im System vorhanden 
(Versuch 4), so findet wohl ein Abbau der N- und der C-Quelle statt, aber 
es ist keine Nitroreduktion zu beobachten. Ist dagegen eine N- Quelle vor- 
handen, die den Abbauprozeß energisch verlaufen läßt (Pepton), findet 
nicht ein stufenweiser Abbau der Milchsäure statt, sondern dieser führt 
direkt zu den Endprodukten CO, + H,O. 

Die Nitroreduktion registriert also wohl die sogenannte chemische 
Atmung der Zelle, aber es geht aus dem oben Gesagten hervor, daß diese 
chemische oder intramolekulare Atmung nur unter bestimmten chemisch- 
physikalischen Voraussetzungen des betreffenden Systems als solche erkannt 
werden kann. 

Als solche Voraussetzungen werden die Abbaugeschwindigkeiten ın 
den verschiedenen Systemen erkannt, und in der Tat ist überall in den 
Systemen mit geringer Abbaugeschwindigkeit (meistens unter 0,5) ein 
maximaler Nitroreduktionseffekt beobachtet worden. Dort hingegen, wo 
die N-Quelle (Pepton) gesteigerte Umsetzung verursacht, tritt die Nitro- 
reduktion zurück und die tiefgreifenden Umsetzungen werden vermittelst 
der Luftatmung durchgeführt. 

Bei dieser Betrachtungsweise der Vorgänge läßt sich nunmehr ver- 
stehen, daß einer gesteigerten Bakterienvermehrung voraus die maximale 
Nitroreduktionswirkung geht, denn im Moment einer stattgehabten 
kräftigen Vermehrung ist ein solches System im allgemeinen von großer 
Umsetzungsfähigkeit, und die intramolekulare Atmung kann nicht mehr 
genügen und muß durch die Luftatmung ersetzt werden. Unter dieser 
Betrachtungsweise kann das Verhalten des Peptonsystems wohl eher ver- 
standen werden. 

Bezüglich des Einflusses des Fleischextrakts auf die Nitroreduktion 
kann dieser als Lieferant. von leicht dehydrierbarem Wasserstoff die Nitro- 
reaktion fördern ; ebenso müßten alle ähnlichen Körper, z. B. Organextrakte, 
wirken, oder diese Stoffe wirken dadurch, daß sie die Aktivierung des ab- 
zuspaltenden Wassers beeinflussen!). Klare Beziehungen zwischen der 
Nitratreduktion und der Nitroreduktion lassen sich unter den vorliegenden 
Bedingungen nicht angeben. Denn es muß ohne weiteres eingesehen werden, 
daß die intramolekulare Atmung gelegentlich wirksam sein kann, und dann 
ist es nicht ausgeschlossen, daß der bei der Reduktion frei werdende Sauer- 


1) Womit die von Bieling, l.c., beobachteten und beschriebenen 
Förder- und Hemmungseffekte eine einfache Erklärung finden würden. 
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stoff als Wasserstoffakzeptor auftreten kann. Ändert sich aber die Ge- 
schwindigkeit der Abbauvorgänge im positiven Sinne, dann tritt der Luft- 
sauerstoff als Wasserstoffakzeptor auf und wird den ganzen Atmungs- 
vorgang beherrschen. Ob dann erst die Dehydrierung über die Brenz- 
traubensäure hinwegschreitet und Acetaldehyd und Kohlensäure sowie 
die weiteren Reaktionsprodukte bildet, dürfte sich hier kaum entscheiden 
lassen. Auf jeden Fall aber werden diese Zwischen- und Abbauprodukte 
gebildet!). Die Annahme, daß dabei diese Vorgänge nach dem früher an- 
gegebenen Schema von Wieland verlaufen könnten, ist nunmehr nicht so 
unbegründet, um so weniger, als die zentrale Stellung und Bedeutung des 
Acetaldehyds in den verschiedensten Lebensvorgängen, insbesondere beim 
Abbau der Zuckerarten durch Neuberg und seine Mitarbeiter?) eindeutig 
nachgewiesen worden ist (siehe auch ‚Der qualitative Stoffwechsel‘). ` 

Über die Beeinflussung der Nitroreduktion durch Mangan geben die 
Versuche einigen Aufschluß, und zwar, daß bereits in der 0,05-Konzen- 
tration im Nitrat-Milchsäuresystem völlige Hemmung des Baktcrien- 
wachstums eintritt (Versuch 1’). Dasselbe gilt für das Ammonchlorid- 
Milchsäuresystem (0,05), nur nicht in gleich starkem Maße, wobei aber die 
Nitroreduktion davon nicht berührt wird. Im Nitrat-Peptonsystem mit 
0,01 Mn (Versuch 6) ist zu Beginn eine deutliche Förderung der Nitro- 
reduktion zu beobachten, die dann aber immer mehr verloren geht. 

Es läßt sich besonders deutlich erkennen, welch tiefgreifender Einfluß 
vor allem der qualitativen Zusammensetzung der Kulturflüssigkeiten 
bezüglich des Verlaufs der Nitroreduktion zukommt. Vergleichen wir 
die Wirkung des Peptons bzw. der Aminosäure im anaeroben System 
(Versuche von Braun und Cahn-Bronner) und diejenige im aeroben System 
der verschiedenen vorliegenden Versuche, so erscheinen deren Wirkungen 
bezüglich der intramolekularen Atmung bzw. der Nitroreduktion gerade 
entgegengesetzte zu sein. Im anaeroben System ermöglicht die Aminosäure 
die intramolekularen O,-Umsetzungen überhaupt erst, während im aeroben 
System diese durch Aminosäuren bzw. Pepton verhindert werden. 

Es darf nun angenommen werden, daß die Intensität der Stoffwechsel- 
vorgänge ebenso auf die Intensität und Menge der Enzym- oder Ferment- 
produktion einwirkt, wie dies für die anderen Lebensfunktionen des 
Bakteriums der Fall ist. Da wir nun nach Wieland annehmen, daß das 
Primäre beim Abbau der Nahrungssubstanzen durch die Zelle eine Ab- 
spaltung, eine ,,Aktivierung' von Wasserstoff ist, was eben durch diese 
Enzyme oder Fermente besorgt wird, so muß logischerweise auch ein Zu- 
sammenhang angenommen werden zwischen solchen Stoffen, welche die 
Enzymproduktion beeinflussen. Dies ist sicherlich für die Aminosäuren 
neben anderen Wirkungen der Fall. 

Unter diesem Gesichtswinkel betrachtet, käme der Asparaginsáure 
in den anaeroben Versuchen von Braun und Cahn-Bronner vor allem die 
Wirkung eines Wasserstoffaktivators dadurch zu, daß er enzymatische 
Eigenschaften in das System bringt, worauf sich der Dehydrierungs- 
vorgang abspielen kann. (Milchsäureoxydation durch den Sauerstoff des 
Nitrats als Wasserstoffakzeptor; das Nitrat benötigt, um angegriffen zu 





1) Siehe „Der qualitative Stoffwechsel‘. 

2) Neuberg, Die Gärungsvorgänge und der Zuckerumsatz in der Zelle. 
Jena 1913: Neuberg und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 78, 96; Neuberg in 
Oppenheimers Handbuch der Biochemie. 11. Aufl., Band II, 1924. 
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werden, keine Energie, sondern läßt bei seinem Zerfall die entsprechende 
Kalorienzahl frei werden.) Der anaerobe Abbau kann dabei als gehemmter 
Lebensprozeß betrachtet werden. 

Im Aminosäure- bzw. Peptonsystem der aeroben Versuche, wo die 
Nitroreduktion gleich Null ist, hätten wir infolge der ungehemmten Wirkung 
des Luftsauerstoffs einen gesteigerten Abbau des Peptons anzunehmen, 
wodurch die enzymatischen und somit auch die aktivierenden Eigenschaften 
erhöht würden, so daß der wirkungsbereite Luftsauerstoff die Milchsäure- 
dehydrierung ausführt, bevor hierzu der Nitratsauerstoff fähig geworden ist. 

Die Oxydationsphase Brenztraubensäure-Acetaldehyd kommt später 
hierfür als.energetisch indifferent nicht mehr in Frage. 

Über die Brauchbarkeit der Nitroreduktionsmethode kann nunmehr 
noch kurz folgendes angeführt werden: 

Beobachtungen über unvollständige Reduktionen der NO,-Gruppe 
unter Bildung von nicht rot gefärbten Zwischenkörpern, wie hierüber in 
neuester Zeit!) Kirchner berichtet, wurden nicht gemacht ?). Dagegen konnte 
festgestellt werden, daß bei der Autoklavenbehandlung (15 Minuten 110°) der 
2proz. Nitroanthrachinonlösung ein beträchtlicher Teil wahrscheinlich 
hydrolytisch gespalten wird und in das rote Aminoanthrachinon übergeht. 
Überdies mußte festgestellt werden, daß bei der Messung von Amino- 
anthrachinonkonzentrationen mit über 4 mg in 10 ccm in den zweckmäßigen 
Verdünnungen durch Umrechnung nicht mehr der Original-, sondern ein 
höherer Gehalt an Farbstoff erhalten wurde. Da selten so hohe Konzen- 
trationen zur Beobachtung gelangten, wurde die Ursache dieser Unstimmig- 
keiten nicht festgestellt. 

Dagegen darf angenommen werden, daß nicht alle beobachteten 
Nitroreduktionseffekte sogenannte anaerobe Atmungsvorgänge darstellen, 
die den Luftsauerstoff unberücksichtigt ließen, sondern daß rein gärungs- 
artige Zellprozesse?), vor allem im Nitroeffekt der Versuche 2, 2’a, 2’b 
und 3 registriert sein dürften. 

Über die Methode zur Messung der intramolekularen Atmung kann 
gesagt werden, daß sie innerhalb gewisser Voraussetzungen und bestimmter 
Grenzen ganz brauchbare Resultate liefert (siehe die graphischen Tabellen). 
Diese dürften nicht absolut quantitative, aber untereinander gut vergleich- 
bare Werte enthalten. Dabei muß berücksichtigt werden, daß hydrolvtische 
Spaltungen ausgeschlossen sind und nur Dehydrierungsvorgänge im Sinne 
von Wielandt) untersucht werden. 


Über die Toxinbildung. 


a) Virulenzprüfung. Als Kulturflüssigkeiten des Stanımes Nr. 1 wurden 
das Nitrat-Milchsäure- und das Ammonchlorid-Milchsáuresytsem 5) ( Schluß- 
Pu = 7,6 bis 7,8) verwendet und einem Meerschweinchen davon 1,0 ccm 
intraperitoneal injiziert. Zur sicheren Feststellung der Infektionsursache 
wurde jeweils aus dem Horzblut der gestorbenen Tiere das B. pyoc. heraus- 
gezüchtet. Im folgenden sind die näheren Versuchsbedingungen und das 
Ergebnis der Virulenzprüfung zusammengestellt. 

1) Arch. f. Hyg., Le 

2) Es ist auch nicht wohl möglich, wenn in Puffern gearbeitet wird. 

3) Lipschitz und Gottschalk, Plfügers Arch. 191, 33, 1921. 

1) Wieland, Le 

3) Entsprechend N. L., und N. L., (siehe früher). 
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LA e ` ic 
NeQuelle ` | Alter der iii wä oe e Ee 
des EE dp Tage g i: Std. | B.pyoc. 
NaNO, e] 5 | 630 | 107 FFF 
NaNO; . +. 10 | 390 Sr | +++ 
NH,Cl .. 5 350. 94 PEH 
NH,Cl .. 10 0 84 | +++ 


b) Prüfung auf Toxinbildung. Die unten näher bezeichneten Kulturen 
des Stammes Nr. 1 wurden, wie früher angegeben, durch Schütteln mit 
Toluol sterilisiert!) und den Tieren davon je 3 cem intraperitonal injiziert. 
In der folgenden Zusammenstellung sind die näheren Bedingungen und 
das Resultat der Versuche zusammengefaßt. Die Zusammensetzung der 
Nährlösungen wird nur durch die N- und die C-Quelle und allfällige be- 
sondere Zusätze charakterisiert. Im übrigen liegen die bekannten, bei 37° 
bebrüteten Nährlösungen vor. 


Versuche über die Toxinbildung. 








S ` Alte en 
Nr. Kulturflüssigkeit | at SE E | Resultat 
E Tage 
s: Enz re 7 ds — 
1" NaNO, Pepton ' 7 | 7,8 320 Sofort stärker werdende BISHER mp, 


, i tome?) (V.S.), nach 6 Std. vollkommen 
| | ` apathisch. Nach 14 Std. andauernd 
munter. 


2 NaNO,Milchsäure 7 ! 75 230 | Sofort für etwa 2 bis 3Std. V. S.. dann 
H | ; andauernd munter. 

3 ¡ NH,Cl Milchsäure ` 230 || Keine V.S. Munter. 

4 | NH,Cl Brenz- 75 190 ¡ Keine V.S. Munter. 

traubensäure | | 


5 | Na NO, Pepton , 10 78 300 Sofort stärker werdende V. S. Nach $ Std. 
I SR apathisch. Nach 20Std. beinahe 
L 


a] «J 
~] 
En 





| | ernolt. Nach 2 X 24 Std. munter. 
6 NaNO, Milchsáure 10 76 240 Ee GEN las EE end 
f I | auernde V. S.. Tier völlig apathisc 
| 1 Proz. Fleisch , Nach 20 Std. Erholung bemerkbar (triBt 
| extrakt , nicht). Nach 2x 24 Std. munter. 


7 ¡NaNO¿Milehsáure 10 ` 75 190 Sofort für etwa 4Std. V.S. Nach 20Std. 


Il beinahe munter, nacb 2X24 Std. munter. 
7 INaNO, Milchsäure 10 6 240 | Wie bei Versuch 7 


7 
8 NaNO,Milchsäure 10 76 250 Etwa !¡¿Std. nach Inj. starke V.S. Voll. 





i ' H i 1 N ° 
Mo E | pci d fir er ad. Nash 
| , munter. 

9. NaNO, Brenz- 10 ' 76 280 Beinahe keine Symptome, nach ctwa 
| traubensäure | 8Std. munter. 
10: NH,Cl Brenz- : 10 075 240 | Sofort für einige Stunden starke V. S. 


ger ER i | | Nach 24Std. munter. 


11 pue Milchsäure, 10 | 75 


11 NH ¿Cl Milchsäure ` 10 7,6 
12 Kee Milchsáure 10 76 | 310 Wie bei Versuch 11. 
+ 0,01 Mn | I 


*) Vergiftungssymptome (V. S.) = aufgetriebenes Abdomen, krampfhafte fibrilläre Zuckungen. 
Strauben besonders der Kopfhaare und auf der Seite liegen (Kolle und Wassermann, 1. c.). 


240 ! Für etwa 2 bis 3Std. deutliche V. S. Apa. 
thisch. Nach 20 Std. munter. 


170 dá bei Versuch 11. 











1) Sterilitätsprobe: 0,5cem Kulturflüssigkeitin 10cem Bouillon ergaben 
nach 24 Stunden bei 37° kein Bakterienwachstum. 
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Ergebnisse der Versuche über die Toxinbildung des B. pyoc. 


Die Versuche über die Virulenz ergeben, daß das Bakterium nach 
fünf- bis zehntägigem Wachstum in eiweißfreien, sehr einfach zusammen- 
gesetzten Nährlösungen die Fähigkeit beibehält, im Meerschweinchen- 
körper wirksame Giftstoffe zu bilden. Dabei konnte bezüglich der N-Quelle 
(ob sauerstoffhaltig oder nicht) kein Unterschied beobachtet werden. Daß 
diese Giftwirkung hauptsächlich eine solche von Endotoxinen sein muß 
und nicht auf gleichzeitig im Nährmilieu entstandene Exotoxine zurück- 
geführt werden kann, dürfte dadurch bewiesen sein, dal 3ccm sterile 
Kulturflüssigkeit nicht die tödliche Dosis Toxin enthalten. 

Die Versuche über die Toxinbildung ergeben, daß das B. pyoc. zweifellos 
die Fähigkeit besitzt, bei Fehlen von organischem Stickstoff in ganz einfach 
zusammengesetzten Kulturflüssigkeiten bereits nach siebentágigem Wachs- 
tum bei 37° ein Toxin zu bilden, das beim Meerschweinchen die hierfür 
typischen Symptome erzeugt. Die Menge oder die Stärke des gebildeten 
Toxins scheint allerdings bei einer Dosis von 3 cem Kulturflüssigkeit nie 
eine tödliche zu sein. Eine Beeinträchtigung der Toxinbildung (qualitativer 
oder quantitativer Art) ist also bei gegebener Virulenz des Stammes sicher 
vorhanden. Näheres hierüber dürften die Versuche kaum ergeben. Dagegen 
ist interessant festzustellen, daß bei Ammonchlorid als N-Quelle (Ver- 
suche 3, 4, 10, 11, 11’ und 12) entweder keine oder bedeutend abgeschwáchte 
Symptome auftreten, wobei in diesen Fällen eine Wirkung der Brenz- 
traubensäure (Versuch 10) nicht ganz von der Hand zu weisen ist. Eine 
augenfällige Wirkung des Mangans als Katalysator (Versuch 12) kann hier 
ebensowenig beobachtet werden. Bei Nitrat als N-Quelle ist die Wirkung 
des Toxins eine heftigere, aber auch hier kommt dem Mangan (Versuch 8) 
keine akkumulative Wirkung zu. 

Andererseits aber mul die Beobachtung überraschend wirken, daß 
weder Peptonzusatz (Versuch 1 und 5) noch der Zusatz von Fleischextrakt 
(Versuch 6) zum Nitrat- bzw. Nitrat-Milchsäuresystem tödlich wirkende 
Toxinmengen liefert; dies ist nur der Fall in der Kombination beiderKörper 
in Form der Nährbouillon!). 

Wenn man sich zur Erklärung der Toxinbildung der Vorstellungen von 
Dernby und Walbum?) bedienen will, welche für das Diphtherietoxin 
folgendes Schema aufstellen: 


1. Albumosen durch die proteolyt. Enzyme Zwischenprodukte 


(atoxisch) der Diphtheriebazillen. (toxisch) 








2. Zwischenprodukte durch die proteolyt. Enzyme Tiefere Abbau- 


a I ; — produkte, Aminosätr. 
(toxisch) der Diphtheriebazillen. P u. del. (atoxisch) 


so dürfte im vorliegenden Falle die Bildung des Toxins beim B. pyoc. damit 
nicht leicht in Übereinstimmung gebracht werden können. Nach Braun 
und Cahn-Bronner?) dagegen wird das Dysenterietoxin ebenfalls in Kultur- 
flüssigkeiten ohne organische Stickstoffquelle bei ähnlich einfacher Zu- 
sammensetzung gebildet, welche Ergebnisse allerdings in Widerspruch zu 
denjenigen von Dörr?) stehen. 





1) Siehe S. 322 dieser Arbeit. 

2) Walbum, Das Diphtherietoxin, 1925 (Abderhaldens Handb. d. biol. 
Arbeitsmethoden. 

3) Le 

4) 1. c. 


368 O. Acklin: 


Hier kónnen nur weitere Untersuchungen in einfachen Náhrlósungen 
abkláren, aber es dúrfte nicht ausgeschlossen sein, daB Abbauprodukte 
des gebildeten Bakterieneiweißes Toxine oder toxisch wirkende Stofie 
liefern. Oder das B. pyoc. hat bei Gegenwart von genügend abbaufähigen. 
energiereichen Stickstoffverbindungen nicht albumotischer Natur die 
Fähigkeit, rein synthetisch sein Toxin zu bilden. Hierfür sprechen die früher’)! 
gemachten Beobachtungen, daß das B. pyoc. in der ersten Wachsturns- 
phase sogleich alle die Millonsche Reaktion gebenden Komponenten des 
Peptons völlig abbaut und daraus sowohl viel assimilierbare Stickstoff- 
substanzen als ebenso Lebensenergien gewinnt. Diese Beobachtung wird 
durch die Ergebnisse von Supniewski im Tyrosinstoffwechsel des D pyoc. 
bestätigt?). Es wird dort festgestellt, daß Tyrosin eine der wenigen zyklischen 
N-Verbindungen darstellt, welche das B. pyoc. bis zur weitgehenden Zer- 
störung des Benzolkerns abbauen kann. 


Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Arbeit wurde der Versuch unternommen, in 
einfachen, chemisch wohldefinierten Kulturflüssigkeiten unter genauer 
Kenntnis der Eigenschaften und biochemischen Fähigkeiten des ver. 
wendeten Bakterienstammes dessen Abbau- und Zwischenprodukte zu 
ermitteln. Dadurch sollte das Problem des sogenannten Verwendungs- 
stoffwechsels, wie solches von Braun und Cahn-Bronner und Mit- 
arbeiter gestellt wurde, von der Seite des ,,Bildungsstoffwechsels” 
aus angegriffen werden. 

Weiter wurden die Untersuchungen auch in quantitativer Richtung 
ausgedehnt. Es war das Ziel, unter bekannten Voraussetzungen gewisse 
Stoffwechselvorgänge einfacher Art möglichst vollständig quantitativ 
zu erfassen, um speziell über die Frage des N-Umsatzes (Bilanz) und 
über die quantitativen Beziehungen der dissimilatorischen und assi- 
milatorischen Phasen des N-Stoffwechsels einigen AufschluB zu be- 
kommen. Diese qualitativen und quantitativen Ergebnisse sollten 
verwertet werden, um einen Einblick zu bekommen in den feinern 
Mechanismus der intramolekularen Atmung, um schließlich daran zu 
gehen, die Frage nach der Bildungsweise von besonderen Stoffen des 
bakteriellen Stoffwechsels (Toxine) bearbeiten zu können. 

Ein kurzer Rückblick über das hiervon tatsächlich Bearbeitete 
und das dabei Erreichte möge hier folgen. 

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit werden einige bis jetzt unbekannte 
Feststellungen gemacht über die Wachstumsverhältnisse des B. pyoc. 
in chemisch einfachen Nährlösungen mit verschiedenen ?,-Werten. 
Dann konnte im qualitativen Abschnitt erstmals gezeigt werden, daß 
unter den Dissimilationsprodukten des B. pyoc., vor allem im Nitrat- 
Milchsáuresystem, Brenztraubensäure intermediär auftritt. Neubery 


1) Siehe S. 344 dieser Arbeit. 
2) Supniewski, diese Zeitschr. 146, 522, 1924. 
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und Neuberg und Mitarbeiter (l. c.) haben die Stellung der Brenz- 
traubensäure bei der bakteriellen Gärung in den üblichen Kultur- 
flüssigkeiten, besonders beim Zuckerabbau des Bact. coli und einigen 
aeroben Bazillen als erste gewürdigt, sowie die Tatsache und die 
Bedeutung der Aldehydproduktion im Stoffwechsel dieser Mikro- 
organismen nachgewiesen und klargelegt. Weiter konnte nach- 
: gewiesen werden, daß wiederum von der’ Brerztraubensäure aus die 
assimilatorische Phase einsetzt, und zwar, daß durch Kombination 
dieser Säure mit einem Dissimilat (Ammoniak) Alanin gebildet wird, 
welches als organisierter Baustein zum bakteriellen Eiweiß anzusprechen 
ist. Daneben konnte der Nachweis geführt werden, daß der Acetaldehyd 
auch hier seine bedeutungsvolle Rolle als intermediäres Zellstoff- 
wechselprodukt beibehält, das mittels der Reaktion von Cannizzaro 
Vertreter der Alkohole und Säuren liefert. 

Damit wird dargelegt, daß die Anschauungen von Neuberg und 
anderen Forschern immer mehr Wirklichkeit werden, wenn sie, wie z.B. 
Embden, über den Glucoseabbau folgendes Schema aufgestellt haben !), 
welches eine Modifikation des erstmals 1908 von Neuberg in Oppen- 
heimers Handbuch der Biochemie entwickelten Abbauschema darstellt. 


d- Glukose 
Glycerinaldehyd 
DE 
Brenztraubensáure 2 d-Alanin 
Acetaldehyd 
Essigsáure 
Kohlendioxyd und Wasser. 


Im quantitativen Abschnitt wird für ein Nitrat-Milchsáuresystem 
eine detaillierte Schlußbilanz aufgestellt. Für ein solches mit Ammon- 
chlorid-Milchsäure wird ebenfalls eine Schlußbilanz aufgestellt, -wobei 
festgestellt werden konnte, daß das Ammonchlorid-Milchsäure-System 
nur etwa ein Drittel des Nitratstickstoffs in Bakterieneiweiß umsetzt. 
Ferner wird wahrscheinlich gemacht, daß dies auf weitgehende assimi- 
latorische Tätigkeit des Nitrat-Milchsäure-Systems zurückgeführt 
werden kann. 

Über die Wechselbeziehungen zwischen dissimilatorischer und 
assimilatorischer Tätigkeit geben Angaben über die Abbaugeschwindig- 


1) Zitiert nach Hahn, Grundriß der Biochemie. 1923. 
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keiten der Stickstoffquelle einigen Aufschluß. Diese leiten zum Ver- 
ständnis von Dehydrierungsvorgängen über, d.h. zum Verständnis 
der Bedeutung der intramolekularen Atmung im Stoffwechsel des 
B. pyoc. Diese wird im Gegensatz zu Bieling!) nur als Ersatzatmung 
erkannt, die sich nur dann abspielt, wenn der Lebensprozeß relativ 
energiearm verläuft. 

Zum Schluß konnte bestätigt werden, daß das B. pyoc. auch in 
chemisch einfachen und frei von albumotischem Stickstoff zusamnıen- 
gesetzten Kulturflüssigkeiten seine Virulenz und die Fähigkeit, toxische 
Produkte zu bilden, beibehält. 


1) Bieling, ].c. 


Studien über den Fett-, Cholesterin- und Steroid-Stoffwechsel 
im Organismus wachsender Ratten bei An- und Abwesenheit 
von Vitamin A. 


Von 
Backiang Liang (Schanghai, China) und Leonhard Wacker. 


(Aus dem pathologischen Institut der Universitát Miinchen.) 


(Eingegangen am 15. August 1925.) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 


Nach der früheren Anschauung über die Ernährung sind zum 
Wachstum des jugendlichen und zur Erhaltung des erwachsenen 
Organismus Kohlehydrat (K. H.), Fett, Eiweiß und Nährsalze erforder- 
lich. Die organischen Nahrungsmittel sind bis zu einem gewissen 
Grade isodynam, d. h. sie können sich entsprechend ihrer Verbrennungs- 
wärme gegenseitig vertreten. Eine Ausnahme macht in dieser Hinsicht 
nur das Eiweiß, insofern eine bestimmte Menge desselben zur Erhaltung 
des Organismus unbedingt erforderlich und nicht vertretbar ist. Über- 
schüssig zugeführtes K. H. kann in Fett umgewandelt und als solches 
deponiert werden (Fettmast). Durch die moderne Forschung wissen 
wir aber, daß dadurch die Lebensbedingungen nicht erschöpft sind, 
denn es sind noch geringe Mengen von Vitaminen erforderlich, Stoffe, 
die ihrer eigenartigen Wirkungsweise zufolge auch als Nahrungshormone 
bezeichnet werden könnten. 

Die folgenden Untersuchungen sind darauf gerichtet, Anhalts- 
punkte zu gewinnen, ob die in den natürlichen Fetten neben dem 
Vitamin A enthaltenen Begleitstoffe gleichfalls von lebenswichtiger 
Bedeutung sind bzw. welche Rolle ihnen zukommt. Sie gehen von der 
bekannten Erfahrung aus, daß wachsende Ratten sterben, wenn man 
aus einer Nahrung, die alle zum Wachstum erforderlichen Bestandteile 
enthält, das Fett wegläßt. Die Todesursache kann dabei nicht im 
Mangel an Energiestoffen zu suchen sein, denn die Tiere sterben auch, 
wenn man in der Nahrung an Stelle des Fettes eine kalorisch äquivalente 
Menge K. H. setzt. Das Fett und speziell das Milchfett enthält demnach 
neben den Triglyceriden einen Stoff, der lebenserhaltend wirkt, anti- 
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rachitische Eigenschaften hat und den man als Vitamin A!) bezeichnet 
hat. Es enthált aber noch eine Reihe anderer Stoffe, über deren 
physiologische Bedeutung man im unklaren ist. Es sind dies das 
Cholesterin und seine Fettsáureester, die Steroide (Begleitsubstanzen 
des Cholesterins), ein luteinähnlicher gelber Farbstoff (Lipochrom) 
und vielleicht noch andere Substanzen, z. B. findet sich im mensch- 
lichen Depotfett in sehr geringer Menge ein bei 62% schmelzender. 
in Alkohol schwer löslicher Körper. Es ist naheliegend, zuerst an 
die Identität des Vitamins A mit einem oder mit der Gesamtheit 
dieser im natürlichen tierischen Fett gelösten Substanzen zu 
denken. Ein derartiger, allerdings nicht unbestrittener Standpunkt 
wurde auch von sSteenbock?) und Mitarbeitern vertreten, die einen 
Parallelismus von gelbem Farbstoff mit Vitamin A nachweisen konnten. 
Die Beziehungen dieser Stoffe untereinander sind weiter gekennzeichnet 
dadurch, daß der Gehalt an Lipochrom im menschlichen Depotfett?) 
auch parallel geht mit dem Cholesterin und Steroidgehalt. Aber trotzdem 
ließ sich sehr bald für das Cholesterin der Beweis erbringen, daß es zu 
den lebenswichtigsten Substanzen in diesem Sinne nicht gezählt werden 
kann. Setzt man nämlich gemäß Niemes und Wacker?) einer fettarmen 
K. H.-reichen Kost wiederum Cholesterin zu, so bleiben die so genährten 
Ratten nicht nur nicht am Leben, sondern sie sterben früher als solche, 
die fettarm und cholesterinfrei ernährt wurden. Die Erklärung, warum 
der Entzug des Cholesterins keine nachweisbaren Störungen im 
Organismus hervorruft, liegt in dem Nachweis der Synthese dieses 
Körpers im Organismus. Der von Beumer und Lehmann?) für junge 
Hunde einwandfrei erbrachte Beweis konnte von uns an jungen Ratten 


1) Die Erwartung, beim Weglassen des Fettes aus einer Magermilch- 
Kohlehydratnahrung bei wachsenden Ratten experimentelle Rachitis zu 
erzeugen, erwies sich als trügerisch. Dies war um so mehr überraschend, 
als nach amerikanischen Forschern das Unverseifbare des Lebertrans 
antirachitisch wirkt. Unsere diesbezüglichen wiederholten Versuche ergaben 
nur schwere allgemeine Degenerationserscheinungen. Auch die Zugabe 
von Unverseifbarem aus Depotfett zu einer Magermilchstärkenahrung 
führte verhältnismäßig bald zum Tode (Jos. Roetzer, Inaug.-Diss., München 
1922; J. C. Drummond, Biochem. Journ. 18, 81, 1919). Eine Erklärung 
dieser Widersprüche dürfte vielleicht in der Verschiedenheit der Grund- 
nahrung zu suchen sein. 

2) H. Steenbock, Science 50, 352. 1919: Otto Rosenheim und J.L. 
Drummond, Lance 1. 862, 1920; Steenbock, Sell, Nelson und Buell, Journ. 
of biol. Chem. 82, 46, 1921. 

3) L. Wacker, Zeitschr. f. physiol. Chem. 80, 407, 1912. 

2) Ph. Niemes und L. Wacker, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 93, 1922. 

5) H. Beumer und Fr. Lehmann, Zeitschr. f. exper. Med. 87, 1923; 
H. Beumer, Zeitschr. f. Kinderheilk. 37, 1925; J. Thannhauser und 
H. Schober, Zeitschr. f. physiol. Chem. 127, 1923. 
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bestätigt werden. Damit ist natürlich nicht gesagt, daß das endogen 
produzierte Cholesterin kein lebenswichtiger Stoff ist, sondern gerade 
die Synthese spricht eher für die Unentbehrlichkeit, aber andererseits 
ist durch diese erwiesen, daß dem Fehlen desCholesterins beim Fettentzug 
aus der Nahrung eine lebenswichtige Rolle nicht zukommt. Hess und 
Weinstock?) berichten neuerdings über die antirachitische Wirkung 
des mit ultravioletten Strahlen behandelten Cholesterins. Wenn es 
sich bestätigen sollte, daß das Cholesterin die Muttersubstanz des 
antirachitischen Prinzips ist, so kann das Vitamin A mit dem 
letzteren nicht identisch sein. Es fragt sich nun, welche Be- 
deutung das mit dem Vitamin A parallel gehende Lipochrom haben 
könnte und wie das Vitamin A selbst wirkt. Wenn wir Ratten 
in der erwähnten Weise fettarm ernähren, so beobachten wir im 
Anfang ein normales Wachstum gleich den fettreich ernährten Kontroll- 
tieren. Nach einigen Wochen tritt aber ein Stillstand im Wachs- 
tum ein, dem bald ein jäher Gewichtsabsturz folgt. Man hat den Ein- 
druck, als ob der Organismus nicht in der Lage sei, aus dem darge- 
gebotenen überschüssigen K. H. Fett synthetisch aufzubauen. Während 
der Periode des normalen Wachstums steht dem Organismus offenbar 
noch eine genügende Menge des wachstumsvermittelnden Hormons 
zur Verfügung, sobald aber dieses Depot aufgebraucht ist, kommt es 
zum Zusammenbruch, der mit Degenerationserscheinungen verbunden 
ist, wie sie Borst und Hintzelmann?) in allen Organen nachgewiesen 
haben. Es sind also schwere Stoffwechselstörungen eingetreten, unter 
denen uns das Unvermögen, aus dem K. H. Fett anzusetzen, besonders 
aufgefallen ist. Wenn wir die Tierversuche früherer Autoren?) zur 
Erzielung von Fettmast durch Verfütterung einer K. H.-reichen Kost 
bei Schweinen, Gänsen und Hunden verfolgen, so finden wir in der 
verwendeten Nahrung immer ein gewisses Minimum von Fett bzw. eine 
dieser Menge entsprechende kleine Quote des erforderlichen Vitamins 
bzw. gelben Farbstoffes. So hatten Lehmann und Vott, a. a. O., in der 
verfütterten Reisnahrung auf 1921 g Reis 6,43 g Fett, und Rubner,a.a.O., 


1) Hess und Weinstock, Journ. of biol. Chem. 64, 1925. 

2) M. Borst, Centralbl. f. allgem. Pathol. u. pathol. Anat. 83, 306, 1923; 
U. Hintzelmann, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 100, 1, 353; vgl. dazu 
die gegenteiligen Befunde von Emmet und Allen, Proc. Soc. Amer. Biol. 
Chem. 14,; Journ. of biol. Chem. 8, 41, 1820; zitiert nach Funk, „Die 
Vitamine‘. 

3) E. Metssl und Fr. Strohmer, Monatsh. f. Chem. 4, 1883; Sitzungsber. 
d. Kais. Akademie zu Wien, Abt. 3, 1883; Meissl, Strohmer und Lorenz, 
Zeitschr. f. Biol. 22, 1886; S. Chaniewski, ebendaselbst 20, 1884; J. Munk, 
Virchows Arch. 101, 1885; M. Rubner, Zeitschr. f. Biol. 22, 1886; A. Rosen- 
feld, Berl. klin. Wochenschr. 1899, S. 664; K. B. Lehmann und G. Hot, 
Zeitschr. f. Biol. 42, 1901. 
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auf 100 e Rohrzucker und 85 g Stärke 4,7 g Fett. Die neue e Forschung 
lehrt uns, daß diese Fettbeimischung unbedingt erforderlich war, denn 
bei vollkommenem Fettentzug wären die Tiere eingegangen. Einen 
Beweis für die Wichtigkeit nicht des Fettes, sondern der Begleitstoffe 
konnten Osborne und Mendel!) erbringen, denn es gelang ihnen, Tiere 
bei fettarmer Nahrung durch Zusatz von Vitamin A am Leben zu er- 
halten. Aus diesen Untersuchungen und Erwägungen geht hervor. 
daß auch die Synthese von Fett aus K.H. an die Anwesenheit von 
Stoffen in der Nahrung gebunden ist, die den Vorgang vermitteln. 


Diese Fettsynthese aus K. H. ist — gleichgültig in welchen Abstu fungen 
sie vor sich geht — chemisch als ein Reduktionsprozeß charakterisiert, 
bei dem vielleicht die erwähnten Stoffe — Vitamin A und Lipochrom — 
als Vermittler und Sauerstoffüberträger fungieren könnten. Vom 
Vitamin A wissen wir nach den Untersuchungen von Hopkins?), daß 
es sauerstoffempfindlich ist, und nach Steenbock, Sell, Nelson und Buell?) 
kann das Vitamin A aus Alfalfa-Heu mit Wasserstoffsuperoxyd oxydiert 
und durch naszierenden Wasserstoff wieder regeneriert werden. Es 
würden also selbst geringe Mengen die erforderlichen Eigenschaften 
zur Übertragung des K. H.-Sauerstoffs auf andere Körpersubstanzen 
besitzen, weil sie sich immer wieder regenerieren können. Ähnlich 
verhält sich auch das Lipochrom, denn auch dieses vermag durch 
Reduktion eine Leukostufe zu formen, die durch Sauerstoffaufnahme 
wieder in den gelben Farbstoff übergeht. Wie die folgenden Schemata 
zeigen, handelt es sich bei der Reduktion von K.H. zu Fettsäure 
um den Entzug großer Sauerstoffmengen: 


1. 3 Cs Hi2 O, = Cigs H3402 + H,O + Us, 
2. 3 C H, Oç = Cis Hy O, + O, 


Aus Schema 3 berechnet sich eine Sauerstoffabgabe von nahezu 
der Hälfte des Gewichts (49 Proz.) vom Glykogen3) beim Übergang des- 
selben in Ölsäure. 

Die Fettmast ist also mit der Bildung einer recht erheblichen Menge 


von endogenem Sauerstoff verknüpft, eine Tatsache, die sich auch am 
respiratorischen Quotienten bemerkbar macht5). 





1) Osborne und Mendel, Proc. exper. biol. Med. 1920; Journ. of biol. 
Chem. 45, 145, 1920; 45, 277, 1921. 

2) Hopkins, Biochem. Journ. 14, 725, 1920. 

3) Steenbock, Sell, Nelson und Buell, Proc. Soc. Biol. Chem., a. a. O. 

1) Glykogen aus neun Hexosemolekülen bestehend; vgl. Wacker, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 71, 149, 1911. 

5) Bleibtreu, Pflügers Arch. 56 und 85. 
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Bezüglich der Bedeutung des Lipochroms sei erwähnt, daß Schweine- 
fett, das bekanntlich keinen gelben Farbstoff enthält, als Zusatz zu 
einer sonst allen Anforderungen entsprechenden Nahrung an Stelle 
von Milchfett für wachsende Ratten ungenügend ist und nach einiger 
Zeit zum Tode führt [Fr. Paul*)]. Selbst wenn man zugibt, daß der 
geringe Vitamingehalt des Schweinefettes die Insuffizienz einer solchen 
Nahrung bedingt, so ist doch immerhin auffällig, daß sie mit dem 
Mangel an Lipochrom zusammenfällt. 


In diesem Zusammenhang sei auch an die anregende Wirkung des 
Aronschen Mohrrübenextraktes erinnert, die E. Müller?) auf die ge- 
färbten Pyrrolderivate wie Xanthophyllen und Carotinoiden zurück- 
führen zu sollen glaubt. 


Es schien uns nun interessant, zu prüfen, wie sich der wachsende 
Organismus gegenüber Triglyceriden verhält, die frei sind von den 
Begleitstoffen der natürlichen Fette, wenn sie als Zusatz zu einer fett- 
armen Nahrung verabreicht werden. Wie im experimentellen Teile 
ausgeführt wird, sterben so gefütterte Ratten früher als bei Ersatz des 
Fettes durch Stärke. Ganz ähnlich verhalten sich die Versuchstiere 
gegenüber einem Ersatz des Triglycerids durch seine Komponenten 
Fettsäure + Glycerin. Bekanntlich kann nach den Angaben von 
J. Munk?) und anderen Neutralfett aus Fetlsäure aufgebaut werden. 
Wenn wir diese Angaben auf Grund der Vitaminlehre nachprüfen, so sind 
sie nur bedingt richtig. Sie gelten nur so lange, als es sich um einen 
vorübergehenden Zusatz von reiner Fettsäure zur Nahrung handelt. 
Wenn J. Munk seine Versuchshunde abwechslungsweise 3 Tage lang 
mit Fettsäure und 21 Tage mit Schweinefett nebst Fleischzusatz ge- 
füttert hat, so kommt natürlich innerhalb 3 Tage der Mangel an 
Vitamin A nicht zur Geltung, zumal ja auch das Fleisch Vitamin enthält. 
Nach unseren Erfahrungen bedarf es bei A-vitaminfreier Ernährung 
bei wachsenden Ratten schon vieler Wochen, bei ausgewachsenen 
vieler Monate, bis sie an Avitaminose zugrunde gehen. Die These, daß 
freie Fettsäure das Neutralfett ersetzen kann, dürfte daher nur Geltung 
besitzen, wenn für gleichzeitige Anwesenheit von Vitamin A gesorgt ist. 


Eine rätselhafte Substanz ist jene Begleitsubstanz des Cholesterins, 
die der eine von uns als Steroid?) bezeichnet hat, weil sie immer mit 
den Sterinen wie Cholesterin und Phytosterin zusammen in den Fett- 
substanzen vorkommt. Diese Fraktion umfaßt alle Stoffe des Un- 


1) Fr. Paul, Inaug.-Diss. München 1924; Drummond, Golding, Zila 
und Coward, Biochem. Journ. 14, 742, 1920. 

2) Erich Müller, Med. Klinik 16, 1025, 1920. 

3) I. Munk, Virchows Arch. 80, 1880; 95, 1884. 

4) L. Wacker, Frankfurter Zeitschr. f. Pathol. 82, 281, 1925. 
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verseifbaren mit Ausnahme des Cholesterinsi). Sie ist dadurch 
besonders gekennzeichnet, daß sie die Kristallisation des Cholesterin« 
verhindert und es in kolloide Form bringt, sowie ihm jene plastischen 
Eigenschaften erteilt, welche für Fettsubstanzen gefordert werden müssen. 
wenn sie Flächen umkleiden sollen, um allenfalls als Zellhüllensubstun: 
fungieren zu können. Nicht sichergestellt ist, ob das Steroid bei der 
von uns geübten Isolierungsmethode im Originalzustand vorliegt oder 
ob es unter dem Einfluß der Lauge eine Veränderung erfahren hat 
und ob es ein einheitlicher Körper ist. 


Wie im experimentellen Teile des näheren zu erörtern ist, wird 
das Steroid im wachsenden Rattenorganismus bei fettarmer Ernährung 
fast gar nicht, bei fetthaltiger Kost nur um ein Geringes vermehrt. 
Ganz anders verhält sich dagegen das Cholesterin. Es nimmt in beiden 
Fällen erheblich zu. Die Zunahme an Cholesterin ist jedoch größer 
bei fett- und cholesterinarmer Kost als bei fett- und cholesterinhaltiger. 
Es bestätigt sich hier bei den fettarm genährten Tieren wieder die alte 
Erfahrung, daß der Organismus jene Stoffe, die er zu produzieren ge- 
zwungen ist, im Überschuß herbeischafft. Komplizierter werden die 
Verhältnisse, wenn man das mit der Nahrung aufgenommene Cholesterin 
und Steorid mit den durch den Kot abgegebenen Stoffen vergleicht. 
Zunächst fehlt dabei jeglicher Anhaltspunkt, wieviel der zugeführten 
Substanzen resorbiert werden, den Organismus passieren und durch 
die Galle in den Darm ausgeschieden werden und wieviel lediglich als 
Schlacke durch den Darm hindurchgegangen sind. Bemerkenswert ist, 
daß die fettarm ernährten Tiere, die nur sehr wenig Cholesterin auf- 
nehmen, im Kot eine sehr viel reichlichere Menge (etwa das Fünffache) 
abscheiden. Bei fett- und cholesterinreicher Kost wird annähernd eben- 
soviel Cholesterin durch den Darm ausgeschieden als mit der Nahrung 
aufgenommen wurde, über die resorbierte Menge gibt die Analyse 
natürlich keinen Aufschluß. Die Bilanz des Steroidstoffwechsels ist 
bei beiden Fütterungsweisen negativ, die mit fetthaltiger Kost 
geben aber acht- bis neunmal soviel mit dem Kot ab als die fettarın 
genährten. 


Zurzeit liegen hier noch unübersehbare Verhältnisse vor. Man 
muß — nach der Gesamtbilanz — unter Berücksichtigung der im 
Körper zurückgehaltenen Stoffe annehmen, daß das Cholesterin bel 
fettarmer Kost in größerem Umfange synthetisch aufgebaut wird als 
bei fetthaltiger; ein Resultat, das ja den Erwartungen entspricht. Bei 


1) Anmerkung bei der Korrektur: Nach den neuesten Untersuchungen 
von H. Beumer (Münch. med. Wochenschr. 1925, Nr. 38) über die Einwirkung 
der ultravioletten Strahlen auf Cholesterin müßte sich die antirachıtisch 
wirkende Substanz des Lebertrans bei der Steroidfraktion befinden. 
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dem Steroidstoffwechsel liegen allerdings die Verhältnisse anders. Bei 
fettarmer Ernährungsweise ist nur eine geringe Menge von synthe- 
tischem (?) Steorid nachzuweisen, während sie bei fetthaltiger enorm 
groß ist. Irgend eine Erklärung kann hierfür zurzeit nicht gegeben 
werden, schon weil über die Natur und Funktion der Steoride so wenig 
bekannt ist (siehe Tabelle III und IV). 


Experimenteller Teil. 


Die Versuche gehen auf die Zeit vor dem Kriege zurück. Reitzenstein!) 
hatte sich schon in den Jahren 1913/14 in unserem Laboratorium die Aufgabe 
gestellt, die Bedeutung des Cholesterins für den Organismus dadurch zu 
erforschen, daß er diesen Stoff aus der Nahrung fortließ. Zu diesem Zweck >: 
stellte er einen Brei aus Magermilch und Stärke her. Das Fett fehlte 
gänzlich. Er ging dabei von der Annahme aus, daß das Fett aus dem im 
Überschuß angebotenen K. H. synthetisch aufgebaut werden kann, während 
das durch den Fettentzug fehlende Cholesterin infolge Unvermögens?) einer 
Synthese im Organismus zu Ausfallerscheinungen hätte führen sollen. Tat- 
sächlich starben die so genährten jungen Ratten nach mehreren Wochen. 
Der Ausbruch des Krieges verhinderte Reitzenstein, der leider während des- 
selben gefallen ist, an der Fortsetzung der Arbeiten. Nach dem Kriege 
nahmen Niemes und Wacker (a. a. O.) die Arbeiten wieder auf und setzten 
einem derartigen fettarmen Brei Cholesterin zu, in der Frwartung, daß die 
Tiere nunmehr leben würden. Sie starben aber früher bei Cholesterinzusatz 
als ohne denselben. Ein Beweis für die Wirkung des Cholesterins war somit 
auf diese Weise nicht zu erbringen. Aufklärung über diese widerspruchs- 
vollen Ergebnisse ergab sich aus der Vitaminlehre und dem Nachweis 
der Synthese des Cholesterins im Organismus. Die folgenden Versuche 
sind eine Fortsetzung dieser Arbeiten. Es sollte festgestellt werden, wie 
sich die Verhältnisse entwickeln, wenn dem Brei reines Triglycerid und 
seine Komponenten zugesetzt werden und wie sich die Cholesterin- und 
Steroidbilanz bei fettarmer und fetthaltiger Kost gestaltet. 


I. Versuchsreihe. 

Die Versuchsabteilung A ist ein Kontrollversuch. Er bestätigt die 
Angaben, daß ein Brei aus Trockenmagermilch (der Molkerei Eisenharz, 
württemberg. Allgäu), Kartoffelstárke (der Stärkezuckerfabrik A.-G., 
Frankfurt a. d. O.), Butterschmalz oder menschlichem Depotfett und Wasser 
alle zum Wachstum und Wohlbefinden Junger Ratten nötigen Stoffe enthält. 
In Abteilung B wurde in dem Brei das Depotfett durch reines Triglycerid 
(Triolein Kahlbaum) ersetzt. Diese Nahrung war unzureichend, die Tiere 
starben; genau so verhielt sich die Abteilung C bei Ersatz des Depotfettes 
durch Ölsäure nebst dem zur Fettsynthese erforderlichen Glycerin. Bei 


1) K. Reitzenstein, Inaug.-Diss. München 1920; vgl. dazu W. Stepp, 
Zeitschr. f. Biol. 59, 1912; P. Lander, Biochem. Journ. 9, 78, 1915. 

2) Die Annahme, daß Cholesterin nicht im Organismus synthetisiert 
wird, sondern direkt oder indirekt aus dem Phytosterin der Pflanzen- 
nahrung stammt, ist auf die diesbezüglichen älteren Versuche von Ellis und 
Gardner (Proz. of the Roy Soc. B. 84 und 85, 1912) zurückzuführen. Neuere 
Versuche von Fox und Gardner siehe Chem. Centralbl. 1925, II, 479. 
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den Tieren der Abteilung D bestätigen sich wieder die Erfahrungen 
früherer Versuche, daß das natürliche Fett in einer Breinahrung nicht 
durch reines K.H. (Stärke) ersetzt werden kann. Zur Bereitung des 
Breies wurde das Magermilchpulver mit. Stärke, den erwähnten Fettzusätzen 
und Wasser gut gemischt und unter Umrühren am kochenden Wasserba: le 
bis zur Verkleisterung erhitzt. Da bekanntlich das Milchpulver geringen 
Eisengehalt besitzt, wurden zur Vermeidung anämischer Erscheinunzen 
bisweilen geringe Mengen von kolloidalem Eisenoxyd nach entsprechender 
Verdünnung zugefügt. Der Brei wurde stets im Überfluß verabreicht. Zur 
Feststellung der täglich aufgenommenen Nahrungsmenge wurde der vor- 
gesetzte Brei und der zurückgebliebene Rest täglich gewogen und aus 
der so ermittelten Menge der Kaloriengehalt der aufgenommenen Nahrunz 
berechnet unter Zugrundelegung der folgenden Zahlen!?): 

° Kaloriengehalt der Magermilch (gemäß Analyse berechnet) 3,6 Cal pro l z. 
Kaloriengehalt der Stärke 4,1 Cal pro 1 g. 

Kaloriengehalt des Fettes 9,3 Cal pro 1 g. 


Während des Versuches wurden die Tiere wöchentlich einmal gewogen. 
Als Versuchstiere wurden acht grauschwarze Ratten, und zwar vier Stück 
3 Monate alte eines Wurfes und vier Stück 2 Monate alte eines anderen 
Wurfes gewählt. Um gleichmäßige Verhältnisse zu schaffen, wurden auf 
jede der vier Versuchsanordnungen je eine Ratte des älteren und jüngeren 
Wurfes vereinigt. Die Nahrung der verschiedenen Abteilungen wunle in 
folgender Weise zusammengesetzt, die angegebene Menge reichte zum 
täglichen Bedarf zweier Ratten aus: 
A. Magermilchpulver 13,05g + Stärke 18,0g + Depotfett 3,552 
+ Wasser 150,0 g. 
B. Magermilchpulver 13,05g + Stärke 18,02 + Triolen 5.5532 
+ Wasser 150,0 g. 
C. Magermilch 13,05 g + Stärke 18,0 g + Ölsäure -- Glycerin 5.85 z 
+ Wasser 150,0 g. . 
D. Magermilchpulver 13,05g + Stärke 26,25g + Wasser 150.02. 


Die Ölsäure wurde mit Glycerin im Verhältnis 100: 8 gemischt und 
das Gemenge vorrätig gehalten. Vor Versuchsbeginn wurden «ie Tiere 
3 Tage lang bei gemischter Nahrung auf ihren Gesundheitszustand beobachtet. 
Alle acht Ratten waren bei Versuchsheginn gesund und munter und fraen 
den Brei gern. Die Versuchsfütterung dauerte vom 27. Dezember 1923 bis 
9. Mai 1924, also längstens etwa 19 Wochen. Inzwischen waren die beiden 
Fettsáureratten der Reihe Č in der 8. bzw. 13. Woche verendet.; die beiden 
Trioleinratten der Reihe B in der 14. und die Magermilchstárkeratten der 
Reihe D in der 14. bzw. 17. Woche. Die Kontrollratten der Reihe A blieben 
am Leben, sie wurden als die einzigen überlebenden Tiere noch 2 Wochen 
unter Versuch behalten. Bei Versuchsabbruch erfreuten sie sich guter 
Gesundheit und Freßlust. Das Anfangsgewicht der älteren Ratten varııerte 
zwischen 92 und 114 g, das der jüngeren zwischen 60 und 82 g. In den ersten 
10 Tagen war der Kot bei allen Ratten weich und gelblich. Später wurde 
der Nahrung sämtlicher Ratten zweimal je 0,3g Ca,(PO,), zugesetzt. 
wodurch die Stühle kompakter und dunkler wurden. Die Magermilchstärke- 
ratten der Abteilung D hatten während der ganzen Versuchsperiore 


1) Vel dazu Niemes und Wacker, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. %, 
254, 1922. 
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weichere Stühle als die übrigen und nahmen von vornherein mehr Brei auf. 
Von der siebenten Woche ab wurde bei den Abteilungen B, C und D eine 
Abnahme des Glanzes des Felles wahrgenommen, besonders bei B und D 
ging die grauschwarze Haarfarbe mehr in Braun über. Von Abteilung C 
(Fettsäureglycerin) erkrankte das ältere Tier schon in der achten Woche 
plötzlich schwer, hatte einen schweren spastischen Gang, eine leichte Kyphose 
und hielt die Augen geschlossen. Es starb nach ein paar Tagen. Das jiingere 
"Tier der Abteilung C zeigte zu dieser Zeit schon eine Schwellung am rechten 
Kieferwinkel, verursacht durch einen Ohrenabszeß. Obschon der Abszeß 
nach einer Woche aufbrach, erholte sich das Tier nicht mehr vollkommen, 
entleerte in der zehnten Woche einen Urin, dem Blut beigemengt war, 
und starb 3 Wochen später. Die Trioleinratten der Abteilung B erreichten 
nach ein paar Wochen ihr Höchstgewicht. Obschon sie während der ganzen 
Versuchsdauer nicht schwer erkrankten, machten sie auch keinen voll- 
kommen gesunden Eindruck. Die ältere der Magermilchstärkeratten 
(Abteilung D) biß sich in der letzten Woche den Schwanz ab und zehrte ihn 
teilweise auf. Während die Gewichtskurven der jüngeren Ratten einen 
regelmäßigen Verlauf zeigen, ist dies bei den älteren nicht mehr der Fall. 
Ein Anstieg der Kurve war deshalb weniger bemerkbar, weil die Tiere bei 
Versuchsbeginn schon beinahe ausgewachsen waren. Die jüngere Mager- 
milchstärkeratte der Abteilung D erreichte ihr Höchstgewicht erst in der 
vierten ‘Woche, während es die ältere schon nach einer Woche hatte. In 
diesem Falle ist der Unterschied auf den graviden Zustand des Tieres 
zurückzuführen. Der Übersichtlichkeit wegen stellten wir die Gewichts- 
zu- und -abnahme und die tägliche Kalorienaufnahme in den folgenden 
Sektionsprotokollen zusammen. 


Sektionsprotokolle. 
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Abb.1. Abt. A ältere Kontrollratte, 2, Gewichtskurve (—) und pro Gewichtseinbeit 
aufgenommene Kalorienmenge pro Tag (Wochendurchschnitt). 


Abteilung A, ältere Kontrollratte, Q; 19 Wochen unter Versuch; 
am 9. Mai 1924 in voller Gesundheit getötet; Haare braunschwarz, schön 
glatt und glänzend. Fettdepot, besonders Unterhaut und Mesenterial- 
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fettgewebe und der Fettansatz auf dem Lendenmuskel und Genitalapparat 
gut entwickelt. Muskulatur kräftig. Übrige Organe, auch histologisch, 
ohne Befund. 
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Abb.2. Abt A jüngere Kontrollratte, ç, Gewichtskurve (—) und pro Gewichtseinheit 
aufgenommene Kalorienmenge [7]. 


Abteilung A, jüngeres Kontrolltier, 9, nicht getötet. Anscheinend 
vollkommen gesund. 
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Abb.3. Abt.B ältere Trioléinratte, 4, Gewichtskurve (—) und pro Gewichtseinheit 
aufgenommene Kalorienmenge Ir). 


Abteilung B, ältere Trioleinratte, (y, am 2. April 1924 in moribundem 
Zustande (unter Krámpfen kewuftlos auf der Seite liegend) getötet. 
14 Wochen lang gefüttert, Haare gelbbraun und struppig. Stark abgemagert. 
Muskulatur schwach entwickelt, Gedärme mäßig aufgebláht. Die Wirbelsäuk 
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erscheint beim Schneiden spröde. Wenig Fettansatz. Die beiden Nieren, 
besonders die Nebennieren kleiner, ebenso Thymus, Schilddrüse und Hoden. 


Histologischer Befund: Allgemeine Atrophie. 





Abb.4. Abt.B jüngere Trioléinratte, 2 Gewichtskurve (—) und pro Gewichtseinheit 
aufgenommene Kalorienmenge UI. 


Abteilung B, jüngere Trioleinratte, € ; am 1. April 1924 nach 14wóchent- 
licher Versuchsdauer tot aufgefunden. Haare struppig, sehr stark abge- 
magert. Starke Kyphose, Gedärme stark aufgebläht. In den beiden Nieren- 
becken sandartige weiße Konkremente, die den Eingang in die Ureter 
erschwerten. Harnblase ohne pathologischen Befund. Der Genitalapparat 
erscheint verkleinert, ohne Fettansatz. Die Thymus bis auf kleine Reste 
verschwunden. Schilddrüse auch sehr klein. 


Histologischer Befund: Allgemeine Atrophie. 





Abb. a Abt. C altere Fettsäureratte, 2, Gewichtskurve (—) und pro Gewichtseinheit 
aufgenommene Kalorienmenge [7] - 


Abteilung C, ältere Fettsáureratte, €; am 23. Februar 1924 tot auf- 
gefunden nach achtwöchiger Fütterung. Haare gelbbraun und struppig. 
Starke Abmagerung und leichte Kyphose. Magen und Darm stark auf- 
getrieben. Thymus vollständig verschwunden, die Schilddrüse etwas und 
die Milz um ein Drittel kleiner. Die beiden Nieren verkleinert. Nieren- 
parenchym grau. Nebennieren verhältnismäßig vergrößert. Ovarien klein. 


Histologischer Befund: Allgemeine Atrophie. 
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Abb.6. Abt. C jüngere Fettsiureratte, 2. Gewichtskurve (—) und pro Gewichtseinheit 
aufgenommene Kalorienmenge En. 


Abteilung C, jüngere Fettsáureratte, 9; am 29. März 1924 tot auf- 
gefunden nach 14 wöchiger Versuchsdauer. Abgemagert und leichte Kyphose. 
Gedárme aufgebláht. Im rechten Mittelohr dicker gelblicher Eiter. Nieren- 
beckenabszeß rechts stärker als links. Schwere Cystitis und Eiter m der 
Blase. Die Nebennieren nicht vergrößert. Die Milz um die Hälfte verkleinert. 


Histologischer Befund: Allgemeine Atrophie. 
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Abb. 7, Abt. D ältere Magermilchstärkeratte, 2, Gewichtskurve (—) und pro Gewichtseirheit 
aufgenommene Kalorienmenge C]. 


Abteilung D, ältere Magermilchstárkeratte, 9, am 23. April 1924 unter 
Krämpfen in moribundem Zustande getötet; 17 Wochen lang gefüttert. 
Haare gelbbraun, leicht struppig, leichte Kyphose, sehr starke Abmagerung. 
Unterhautgewebe von gallertigem Aussehen. Gedärme und Magen nicht 
aufgetrieben. Die Schilddrüse klein. Thymus bis auf kleine Reste ver- 
schwunden, aber die sogenannte ,Lipoiddrüse“ am Herz noch vorhanden. 
Das Nierenparenchym trübe, Nebennieren leicht vergrößert. Ovarien klein. 
Kein Fettansatz. Muskulatur ziemlich brüchig. 


Histologischer Befund: Allgemeine Atrophie. 


aufgefunden, 14 Wochen unter Versuch. 
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Abb. 8. 
Abteilung D, jüngere Magermilchstárkeratte, $, am 3. April 1924 tot 
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Starke Totenstarre und leichte 


Kyphose. Fell gelbbraun und sehr struppig. Stark abgemagert. Infiltrierte 


Herde im unteren Lappen der rechten Lunge. Eiter in der Scheide. 


Befunde wie beim älteren Tier. 
Histologischer Befund: Allgemeine Atrophie. 
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Anschließend drei Vergleichstabellen der jüngeren Ratten aller Abteilungen. 
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Abb. 10. Gewichtszunahme der jüngeren Ratten 
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D. Vergleichende Gewichtskurve der jiingeren Tiere. 
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Aus der vergleichenden Zusammenstellung in den Abb. 9, 10 und Iva 
geht hervor, daß die mit Vollmilchstárkebrei der Versuchrsreihe A 
gefütterte jüngere Kontrollratte die weitaus größte Gewichtszunahme zeigt. 
obschon sie bezüglich der Kalorienaufnahme erheblich hinter der Mager- 
milchstärkeratte der Reihe D zurückbleibt (s. S. 383). Die geringste Kalorien- 
aufnahme war bei der Trioleinratte, ReiheB, und demgemäß auch die 
geringste Gewichtszunahme zu beobachten. Die Fettsäureratte C bleibt 
bezüglich der Gewichtszunahme gleichfalls zurück, kommt aber bezüglich 
der Kalorienaufnahme der Kontrollratte A sehr nahe. 


II. Versuchsreihe. 


In der zweiten Versuchsreihe sollte die Cholesterin- und Steroidbilanz 
bei fettarmer, insuffizienter. mit der Bilanz bei fetthaltiger, erfahrung>- 
gemäß zum Wachstum ausreichender Ernährung verglichen werden. 
Sämtliche Tiere wurden zu dem Zeitpunkt gleichzeitig getötet, als die mit 
insuffizientem Futter genährten Ratten den Höhepunkt der Gewichts- 
zunahme erreicht hatten. 

Zum Zwecke der Aufstellung einer Bilanz wurden die mit der Nahrung 
zugeführten und dem Rote abgegebenen Cholesterin- und Steroidsubstanzei 
quantitativ ermittelt. Die durch die Haut abgeschiedenen bleiben un- 
berücksichtigt. 


Ferner wurde der Cholesterin- und Steroidgehalt des gesamten Ratten- 
organismus vor und nach Beendigung des Versuchs festgestellt. Die Er- 
mittlung des Gehaltes vor dem Versuch konnte natürlich nur durch Analogie- 
schluß erreicht werden, und zwar durch Analyse gleichartiger Tiere des 
gleichen Wurfes. Aus diesem Befund ließ sich der Gehalt der Versuchstiere 
berechnen. 


Zu diesen Versuchen dienten acht junge Ratten eines Wurfes, alle 
ungefähr gleich schwer, im Gewicht von 45,2 bis 54,5g. Zwei wurden 
zu Beginn der Versuche getötet und analysiert, die verbleibenden sechs Stück 
wurden in Einzelkäfigen getrennt gefüttert, und zwar drei Stück der Reihe A 
mit fettfreiem, stärkehaltigem, und drei der Reihe B mit fetthaltigem Brei. 


In der Abteilung A wird bezeichnet: 


eine gefleckte Ratte als Nr. 1 
vn gestreifte ,, Te 2 
„ weiße ih E. 


In der Abteilung B wird bezeichnet. 


eine gefleckte Ratte als Nr. 4 
»  gestreifte ,, nd 


» Welle ú s > Ó 


Die Zusammensetzung und Herstellung des Breies geschah ähnlich 
wic bei Abteilung A und D der ersten Versuchsreihe. Die Fütterung begann 
am 19. März 1925 und war am 22. April 1925, also nach rund 5 Wochen. 
beendigt. Der Brei wurde jeweils für drei Ratten zusammen bereitet und 
dann geteilt. Jeder Ratte wurde eine abgewogene Menge vorgesetzt und 
der verbliebene Rest täglich zurückgewogen. 
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Menge des täglich bereiteten Breies: 


A. fettfreier Brei | B. fetthaltiger Brei 
Magermilchpulver . . . 13,05 , Magermilchpulver . . . 13,05 ' 
Stärke ........ 26,25 | Stärke . . . . . . .. 18,00 
Wasser ........ 150,00 ` Butterschmalz . . .. . 5,55 

ER Wasser ........ 150,00 
Erhaltener Brei 180,50 Erhaltener Brei 175,00 


Der Gewichtsverlust ist auf das bei der Breibereitung verdampfte 
Wasser zurückzuführen. Das Magermilchpulver und die Stärke wurde frisch 
aus den Fabriken bezogen und das Butterschmalz in frischem Zustande 
verwendet. Letzteres wurde durch Umschmelzen vom Wasser vollkommen 
befreit. Die entleerten Kotmassen werden täglich sorgfältig gesammelt 
und für jedes Tier getrennt getrocknet und aufbewahrt. Alle Gebrauchs- 
gegenstände wurden peinlich sauber gehalten und Verunreinigungen oder 
Vermengungen von Kot und Futterbrei sorgfältig vermieden. Ein Zusatz 
von Eisenoxyd oder Calciumphosphat wurde dieses Mal angesichts der kurzen 
Versuchsdauer unterlassen. Der Verlauf war ähnlich wie bei Versuchsreihe I. 
Alle Tiere waren bis Ende der fünften Versuchswoche vollständig gesund, 
nur die Ratte 2 der Abteilung A nahm in der letzten Woche um 9g ab, 
während die beiden Schwestertiere Nr. 1 und 3 noch um Lg zunahmen. 
Diese Ausnahmestellung der Ratte 2 gibt sich auch bei der Analyse durch 
abweichende Zahlen zu erkennen. Bis Ende der vierten Woche hatte jede 
Ratte eine wöchentliche Gewichtszunahme von etwa 10 g zu verzeichnen. 
Die fettfrei gefütterten haben, wie früher, das Höchstgewicht im wesentlichen 
schon in der vierten Woche erreicht, während die mit Fettbrei genährten 
noch etwas wachsen, aber sich im Endgewicht doch nur wenig unterschieden 
(abgesehen von Ratte 2). 

Alle Tiere wurden am 22. April 1925, am Ende der fünften Versuchs- 
woche, gleichzeitig getötet und analysiert. 


Methodik der Analyse. 
I. Analyse der Ratten. 
II. Analyse der Fäces. 
JII. Analyse des Futters. 


I. Analyse der Ratten. 


Zur Analyse kamen zwei Kontrolltiere und fünf Versuchstiere (die 
Analyse der sechsten Ratte der Abteilung B ist am Schluß leider verunglückt). 
Die beiden Kontrollratten wurden nach Feststellung des Körpergewichtes 
bei Versuchsbeginn, die übrigen sechs Versuchsratten nach Beendigung des 
Versuchs getötet und nacheinander untersucht. Die Technik war immer 
clie gleiche: 

1. Die ganze Ratte wurde zerteilt. 

2. In die doppelte Gewichtsmenge 4proz. Kalilauge eingetragen (er- 
forderlich 100 bis 200 cem, je nach Körpergewicht) und bei Zimmertemperatur 
über Nacht stehengelassen. 

3. Der gequollene Organbrei wurde unter öfterem Umschütteln 
1%, Stunden gekocht, bis das Gewebe aufgelöst war. Zu bemerken ist hier, 
daß die wásserige Laugenlósung der beiden weißen Ratten (Nr. 3 und 6) 
heller und rötlicher war, als jene der übrigen. 
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4. Dann wurde jede der wásserigen alkalischen Lósungen im Scheide- 
trichter mit mehr als der doppelten Äthermenge (etwa 500 ccm) ausge- 
schüttelt. Zur Vermeidung der oft störenden Emulgierung verwendeten 
wir später die vier- bis fünffache Menge Äther. Um eine gründliche Scheidung 
zu erzielen, ließen wir über Nacht stehen. 


5. Die in dem Kochkolben zurückgebliebenen Knochenstückchen 
wurden in kleinen Mengen 5proz. Salpetersäure gelöst und die überschüssire 
Säure am anderen Tage mit lOproz. Kalilauge neutralisiert. Die gelösten 
und erweichten Knochenteilchen wurden in einer Reibschale zerrieben 
und der Ätherextrakt dem Extrakt aus der zugehörigen Ratte beigefiigt. 


6. Jede Lösung wurde sechsmal extrahiert und der Äther portionsweise 
abgedampft. 


7. Der Verdampfungsrückstand wurde am kochenden Wasserbade 
durch Einblasen von Luft unter zeitweiligem Zusatz von einigen Tropfen 
absoluten Alkohols getrocknet und der Rückstand in 80 com absoluten 
Alkohols aufgelöst. 


8. Die alkoholische Lösung wurde dann mit 100cem proz. frisch 
bereitetem Natriumalkoholat 8 Stunden lang unter öfterem Umschútteln 
auf dem Wasserbade am Rückflußkühler verseift und mit Wasser verdünnt. 


9. Wiederum fünfmal mit Äther extrahiert. 


10. Dann der Äther viermal mit destilliertem Wasser zur Beseitigung 
etwaiger Seife mit Wasser durchgeschüttelt, bis das Waschwasser neutral war. 


11. Dieses Waschwasser wird mit der ursprünglichen alkoholischen 
Lösung vereinigt und das Ganze nochmals (zum sechsten Male) mit Äther 
extrahiert und gewaschen. Bemerkenswert ist, daß der Ätherextrakt der 
fettfrei gefütterten Ratten (Nr. 1 bis 3) viel gelber aussah als jener der drei 
übrigen Abteilungen, als Bestätigung des Parallelismus von Cholesterin- 
gehalt und Lipochrom. (Siehe Tab. III), Ferner war das Waschwasser 
des Ätherextraktes bei den Ratten der Abteilung A (Ratten I bis 3) viel 
trüber als das der drei anderen Versuche. 


12. Die verschiedenen Ätherextrakte wurden portionsweise bis auf 
einen kleinen Rückstand abgedampft und in einem kleinen bei 100% ge- 
trockneten und gewogenen Kolben übergeführt und getrocknet, 


13. dann abgewogen. So ergab sich die Menge des Unverseifbaren, 
d.h. Cholesterin + Steroide, s. Tabelle I bis III. 


14. Nach der Wägung wurde der Rückstand in 100 cem heißem 96proz. 
Alkohol gelöst und 25 cem (d.h. 14) der abgekühlten alkoholischen Lösung 
in ein Becherglas pipettiert 


15. und dazu 25cem einer 1proz. Digitoninlösung hinzugesetzt und 
im bedeckten Uhrglas 3 Stunden stehengelassen. 


16. Das abgeschiedene Digitonincholesterid wird durch einen bei 100° 
getrockneten und gewogenen Goochtiegel mit Glasboden filtriert und mit 
Alkohol und Äther nachgewaschen. Das erste Filtrat muß überschüssiges 
Digitonin enthalten und darf mit Digitoninlösung keinen Niederschlag 
mehr geben. Der Tiegel samt Inhalt wurde dann bei 100° getrocknet 


17. und abgewogen. Das erhaltene Gewicht entsprach direkt dem 
Cholesteringehalt der 100 cem Alkohollösung. (Die Division des erhaltenen 
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Digitonincholesterids durch die Zahl 4 eriibrigt sich, weil von vornherein 
nur der vierte Teil der alkoholischen Lósung zur Anwendung kam.) 


II. Analyse der Faces. 


Die Technik war ungefáhr die gleiche wie bei den Tieren selbst. Nach 
«der Behandlung mit Lauge wurde mit Áther extrahiert. Die Atherlósung 
der Tiere 1 bis 3 (fettfreie Nahrung) hatte eine viel braungelbere Farbe als 
jene der Fáces der Abteilung B. Nach dem Waschen mit Wasser verschwand 
jedoch der Unterschied in der Farbe, denn der gelbe Farbstoff ging ins 
Wasser über. Behandlung der Ätherlösung usw. wie unter I. Über die 
Ergebnisse siehe Tabelle II. f 


III. Analyse des Futters. 


a) Magermilchpulver. 1. 200 g Magermilchpulver wurden in 750 cem 
96proz. Alkohol am Rückflußkühler 11, Stunden gekocht und dann durch 
ein Faltenfilter heiß filtriert. 


2. Die Extraktion mit heißem Alkohol wurde wie unter 1 wiederholt. 


3. Dann wurde der Rückstand noch zweimal mit je 500 ccm Äther 
extrahiert. 


4. Die alkoholische und ätherische Lösung wurde verdampft, der Rück- 
stand getrocknet und mit absolutem Alkohol gelöst. 


5. Die Lösung mit Natriumalkoholat verseift und weiter verfahren 
wie unter I. 


b) Stärke. 1. 100g Kartoffelstárke werden in 1,5 Liter Wasser sus- 
pendiert und durch Einleiten von Wasserdámpfen verkleistert. 


2. Zu der heißen Lösung werden 20 ccm konzentrierter, rauchender 
Salzsäure zugefügt und durch Einleiten von Dampf weiter erhitzt, bis der 
Kolbeninhalt dünnflüssig geworden ist. 


3. Dann wurde über direktem Feuer so lange gekocht, bis die Stärke- 
lösung vollständig in Traubenzucker übergeführt war und eine Probe mit 
Jod keine Blaufärbung mehr gab. Die abgekühlte Lösung wurde dann mit 
Äther extrahiert und der Extrakt verarbeitet wie weiter oben angegeben. 


c) Butterschmalz. 50 g Butterschmalz wurden mit 100 ccm alkoholischer 
Kalilauge nach der Methode von Salkowski (siehe die Lehrbücher der 
Nahrungsmittelchemie) verseift und der ätherische Extrakt nach dem 
Fintrocknen mit Natriumalkoholat behandelt und wie früher angegeben 
weiter verarbeitet. 


Aufstellung der Cholesterin- und Steroidbilanz. 


Unter Steroidgehalt ist die Menge des Gesamtlipoidgehaltes minus 
Cholesterin zu verstehen. Er wird also aus der Differenz von Gesamtlipoid 
und Cholesterin berechnet. Das Cholesterin wurde nach Windaus ermittelt. 
Zur Aufstellung der Bilanz waren vier Versuchsreihen erforderlich, nämlich: 


1. Ermittlung des Gehaltes an Cholesterin und Steroid, der im 
Organismus von Vergleichstieren zu Beginn des Versuchs enthalten war. 
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2. Feststellung des Gehaltes an diesen Stoffen im fettarmen und fett- 
haltigen Futterbrei. 


3. Ermittlung der mit dem Kot abgegebenen Mengen. 
4. Analyse der Versuchstiere nach Beendigung der Fiitterung. 


1. Feststellung des Gehaltes an Cholesterin und Steroid, der im Organismus 
der Tiere zu Beginn der Versuche enthalten war. 


Die Mengen des gefundenen Cholesterins und der Steroide in den beiden 
zu Beginn des Versuchs getöteten Köntrollratten sind in der Tabelle la 
zusammengestellt. Hieraus lassen sich die entsprechenden Werte für die 
übrigen sechs Versuchstiere bei Versuchsbeginn berechnen. Als Unterlage 
für die Berechnung dienten die Werte von Kontrollratte 1. Aus Tabelle la 
ist ersichtlich, daß der Cholesterin- und Steroidgehalt der beiden Kontroll- 
tiere mit dem Körpergewicht parallel geht. Wir waren also berechtigt. 
aus dem Körpergewicht den Gehalt an Lipoiden für die Versuchstiere zu 
berechnen, um so mehr als alle Tiere ungefähr gleich schwer waren und von 
demselben Wurf stammten. In Tabelle Ib sind die berechneten Werte 
wiedergegeben. 


Tabelle Ia. 


Cholesterin- und Steroidgehalt zweier 6 Wochen alter Kontrollratten. 








Verbältnis von 





| Ratte 1 , Ratte II " | V 
Körpergewicht . . . 55,00 38,50 la 1:0,7 
Cholesteringehalt: . | 
absolute Menge .. 0,1054 0,0690  1:0,7 (0,65) 
in Prozenten . . 0,1917 0,1792 | 
| | 
Steroidgehalt: . | 
absolute Menge . | 0,1807 0,1446 | 1:0,7 (9) 
in Prozenten 038 | 0,3755 
Tabelle Ib. 


Berechneter Cholesterin- und Steroidgehalt von 6 Versuchsratten nach 
Maßgabe der Kontrollratte I (Tabelle Ia) desselben Wurtes. 








G ewicht zu Beginn | Cholesterin» | 


des Versuches : gchalt | Steroidgehalt 

| o í o l i 

l 54,5 | 0,1045 | 0,1790 
2, 51,0 x 0,0978 | 0,1675 
3: 45 2 0,0866 | 0,1485 
4 52,5 | 0,1008 | 0,1725 
5! 48.1 0022 0,1570 
6 ` 46,8 0,0897 — 0,537 
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2. Feststellung des Gehaltes an Cholesterin und Steroid im fettarmen 
und fetthaltigen Futterbrei. 


Die Analyse des zur Futterbereitung verwendeten Materials ergab 
folgende Werte: 


Magermilchpulver 0,0136 Proz. Cholesterin + 0,1340 Proz. Steroide 
Kartoffelstärke 0,0003 ,, „ (Phytosterin) + 0,0199 ,, ge 
Butterschmalz 0,2579 ,, e + 0,2093 ,, ES 


Die gefundenen Cholesterinmengen weichen von der Ergebnissen 
früherer Arbeiten etwas ab, was mit der Qualität des Materials und der 
Arbeitsmethode zusammenhängen mag. Niemes und Wacker fanden im 
Magermilchpulver 0,0070 Proz. Cholesterin, und Beumer in der Butter 
0,185 Proz. Die Extraktion von Magermilch im Soxhletapparat ist vielleicht 
nicht so erschópfend wie das mehrmalige Ausschütteln. Die Werte in der 
Butter sind zweifellos schwankend und auch vom Wassergehalt derselben 
abhängig. 


Die Menge des von den Ratten aufgenommenen Breies und der damı 
enthaltenen Bestandteile ist in Tabelle II wiedergegeben. 


3. Ermittlung der mit dem Kot abgegebenen Mengen. 

Ferner ist in Tabelle II die Menge des mit dem Kot abgegebenen 
Cholesterins (mit Digitonin fällbaren Anteils) sowie der Steroide dem ant. 
genommenen Gewichte gegenübergestellt. Dazu ist zu bemerken. daß die 
fettfrei gefütterten Ratten viel Cholesterin und wenig Steroide (s. auch 
Tabelle III und IV) ausgeschieden haben. Umgekehrt haben die mit fett- 
haltigem Brei gefütterten Ratten mehr Steroid abgegeben als sie aufgenommen 
hatten und von dem in der Nahrung vorhandenen Cholesterin nur einen 
geringen Teil im Organismus zurückbehalten. 


4. Analyse der Versuchstiere nach Beendigung der Fütterung. 


In Tabelle III sind die Ergebnisse der Analyse nach Beendigung der 
Fütterungsversuche den durch Analogieschluß errechneten Werten zu Be- 
ginn des Versuchs gegenübergestellt. Subtrahiert man die letzten Zahlen 
von den ersten und berücksichtigt man weiter die mit der Nahrung aut- 
genommenen Substanzen und die mit den Kot fortgeführten, so gelangt 
man zu dem Schluß, daß das Cholesterin im wachsenden Rattenorganismus 
synthetisiert wird, und zwar bei fettfreier Nahrung in viel größerer Menge 
als bei fettarmer Kost. Analog liegen die Verhältnisse bei den Steroiden. 
ob man aber in diesem Falle von einer Synthese sprechen darf, müssen 
weitere Untersuchungen über die Natur der Steroide lehren. 


Bezüglich der pro 1 g Gewichtszunahme aufgenommenen Kalorienzall 
ist zu bemerken. daß die fettarın genährten Ratten, analog den Tieren A 
und D der vorigen Versuchsreihe (s. S. 383/384) durchschnittlich einen höheren 
Kalorienverbrauch zeigen, als die mit fetthaltigem Brei gefütterten. Be- 
sonders auffallend ist dies bei Ratte C. Diese verhielt sich insofern nicht 
normal, als sie in der letzten Versuchswoche aus unbekannter Ursache einen 
erheblichen Gewichtsverlust zu verzeichnen hatte. 
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°) Fett- und cholesterinarme Ernáhrungsweisc. — **) Fett. und cholesterinhaltige Ernabrungsse +e. 











Zusammenfassung. 


l. Bei Abwesenheit von Vitamin A in der Nahrung wachsender | 
Ratten ist der Organismus, auch bei Zufuhr reichlicher Kohlenhydrat- 
mengen, nicht in der Lage, Fett anzusetzen. | 

2. Die Fettmast bei Kohlenhydratfütterung ist mit der Bildung | 
reichlicher Mengen endogenen Sauerstoffs verbunden. Inwieweit 
Vitamin A und Lipochrom hierbei als Überträger des Kohlenhydrat- ` 
sauerstoffs auf andere Körpersubstanzen wirken könnten, ist nicht ` ` 
sichergestellt. 

3. Reine Triglyceride vermögen als Nahrungszusatz — bei Mangel 
an Vitamin A — nicht lebenserhaltend zu wirken. 

4. Auch die Bildung von Fett aus Fettsäure und Glycerin ist an 
die Anwesenheit von Vitamin A gebunden. 
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5. Cholesterin wird im wachsenden Organismus synthetisch auf- 
gebaut. Die Synthese ist umfangreicher bei fett-, cholesterin- und 
vitaminarmer Ernährungsweise als bei Anwesenheit dieser Substanzen. 

6. Fett-, cholesterin- und vitaminarm genährte Ratten enthalten 
nach einem fünfwöchigen Versuch mehr Cholesterin im Gesamt- 
organismus als bei reichlicher Zufuhr dieser Substanz in fetthaltiger Kost. 

7. Die Analyse ergibt bei jeder Ernährungsweise einen Überschuß 
an Steroid, das nicht aus der Nahrung stammen kann. Besonders viel 
Steroid verläßt den Organismus mit dem Kot bei fetthaltigem Futter. 
Ob auch hier eine Synthese stattfindet, ist angesichts der unbekannten 
chemischen Natur dieser Substanz(en) nicht zu entscheiden. 

8. Der Zuwachs an Steroiden im Organismus wachsender Ratten 
ist bei fettarmer Ernährung innerhalb 5 Wochen manchmal gleich 
Null, im allgemeinen auch bei fetthaltiger Nahrung gering. 


Der Einfluß verschiedener Präparate der Chiningruppe 
auf die fermentativen Funktionen des Organismus. 


V. Mitteilung:!) 


Über die Wirkung der Substratskonzentration auf die Spaltung des Triacetin 
durch die Pankreaslipase. 


Von 
J. A. Smorodinzew und Y. A. Danilow. 
(Aus der chemo-therapeutischen Abteilung des Tropeninstituts Moskau.) 
(Fingegangen am 15. August 1925.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


1. Die von uns in der vorhergehenden Mitteilung?) beschriebene 
Einwirkung von Chinin und Harnstoff auf den Verlauf der Spaltung 
von Triacetin durch Pankreaslipase beruhte auf Versuchen der Spaltung 
und Titrierung kleiner Mengen des Gemisches (14 ccm). Um uns zu 
überzeugen, ob nicht die Flüssigkeitszunahme von Einfluß auf die 
Exaktheit der Beobachtung sei, wiederholten wir einen Teil der Ver- 
suche in solcher Weise, daß wir viermal größere Volumina des Ge- 
misches, d.h. 56ccm anstatt 14 cem titrierten. Die Titration wurde 
mittels n/50 KOH ausgeführt. 

Die Tabellen I bis V zeigen, daß diese Versuche unsere vorigen 
Ergebnisse bestätigen. Salzsaures Chinin steigert die Wirkung von 
Pankreaslipase auf 1 proz. Triacetinlösung, und die Reaktionsgeschwindig- 
keit der Zersetzung von Triacetin in Gegenwart wie Abwesenheit von 
Chinin unterliegt dem Gesetze der monomolekularen Reaktionen 
(s. Tabellen I bis V und Kurve 1). 

2. Nachdem wir uns überzeugt haben, daß die Flüssigkeitsmenge von 
keiner merklichen Bedeutung für den Verlauf des Prozesses ist, prüften 


1) TV. Mitteilung: Smorodinzew und Lemberg, diese Zeitschr. 162. 
266, 1925. | 

2) IIT. Mitteilung: Smorodinzew und Danilow, ebendaselbst, 161, 178. 
1925. | 
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Tabelle I. 
Einfluß des salzsauren Chinins auf Pankreaslipase mit 1 proz. — 
SE — 
8 ¿ed | Triacetin, 1proz. 40,0 ¿és 
= MA | Ch. HCI, n/20 . 8,0 | SEN Hat ..... aal 
A | É e iExtmkt.... 80 0433 E ` ` ¡| Extrakt e 0,4343 
es Sg k A k 
e | 2023 | Acidität Soe? | Acidität | 
E UE es Leem. 1 SER Jee | verte 
| 
Anfangs | 43,0 43,0 = — 148 16, — — 
l. 43,1 53,4 10,3 (001657) 14,9 | 21,2 6,3 |(0,01006) 
2. 46,88 | 60,0 13,2 : 0,01067 193 | 28,6 93 | 0,00746 
3. | 48,5 66,0 18,4 '0,01001 20,4 l 34,4 140 || 0,00756 
4. 48,8 71,5 22,7 | 0,00935 19,2 37,2 18,0 || 0,00735 
5. | 49,1 | 716,0 ` | 26,9 -0,00893 | 21,0 | 43,7 22,7 000748 
| | Mittel: '0,00974 Mittel: | 0,00746 
Tabelle II. Einfluß von salzsaurem Chinin een die Pankreaslipase 
| mit 1proz. AE 
s | ¿o Triacetin, 1proz. 40,0 Sos | Triacetin, ]proz. 40,0 | 
3 |; `e ` IHC de 80 | Janee HO ..... DCH 
3 E "e : Extrakt . - 801 man 3 ` I si . 80! 0.4343 
a x $ EE Acidität | ' š ER Aciditát e 
"est ss | “qos —— 
N TO | gesamt | verstärkt I eg Gei Í gesamt | verstärkt 
— ES =r Ke SE A E © A A A EZ ú CES SE : ee 
Se 31,9 32,1 — _ | 19,4 19,1 — 
l. 31,8 38,4 6,6 (0,01054) 19,3 24,3 5,0 
2. | 338 | 45,11 | 113 ¡000911 | 204 | 29,8 9,4 
3. | 35,4 51,8 17,4 | 0,00885 | 21,3 36,8 15,5 
4. | 37,0 || 57,2 | 208 0,00853| 213 | 299 ; 18,6 
5, Ä 28,1 63,7 — die 26,1 487 | 22,6 
| Mittel: '! 0,00874 Mittel: 
Tabelle III. Einfluß des salzsauren Chinins auf die EE 
mit 1proz. Triacetinlösung. 
5 | EE | Triacetin, 1proz. A0. PE Ke 40,0 | 
E | atg- |Ch.HCI, aa SEN H20 E 8,0 
3 E er Extrakt .... 8,0 ` 0,4343 š I E i Extrakt . ... 80. 0,4343 
s | ¿del Ir geseet, E 
ez x Bt | Acidität | Ge EN Acidität | 
N | ek gesamt | verstärkt e JE id [ve verstárkt i 
-> Wapa EE en ARA == > en iz ENE 
Antang! 263 | 26,4 A j 168 169 | — | — 
l. | 262 | 328 6,6 |(001054) 166 | 22,0 5,4 |(0,00861) 
2 | 273 | 383 | 110 000886 | 179 ı 275 | 986 | 0.00771 
l 2 | 44,0 15,0 1 0,00811 | 20,1 ¡ 34,3 14,2 .|0,00767 
1,0 61,8 20,1 :0,00824 | 21,3 39, ‚4 18,1 1 0,00739 
5. | 319 | 564 | 245 |000810[| 214 | 440 | 226 | 0,00744 
| i Mittel: ' 0,00833 Mittel: | 0,00755 
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Tabelle IV. Einfluß des salzsauren Chinins auf die Pankreaslipase 


mit „open. Triacetinlösung. 



































ese | RES 3 PA. 
z | & Ss 3 | Triacetin, lproz. 40,0 | ges | Triacetin, 1proz. 40,0 
Y KG | Ch.HCI, n/160 8,0 | Fe G | H20 Za Ze CA 8,0 
ZS | F Ce | Extrakt . ech E. 0,4343 £ ` ` || Extrakt 8.0. 044 
E A ee k g sy NA AAA k 
> ZE! Aciditát Zoo E | Aesiditat 
N | = gesamt verstärkt | = tt | gesamt | verstärkt 
iy 

Anfang 24,6 248 ` — | — 20,1 | 20,2 — — 
1. | 243 | 302 59 (00094) 202 | 25,0 48 (000764) 
2. | 261 | 357 96 000771 20,8 | 298 | 90 00072 
3. | 282 | 426 | 144 (000778 | 212 | 344 | 132 | 0,0072 
4. | 293 || 483 | 190 (000777 | 224 | 404 ` 180 0,0073 
5. | 281 | 509 | 228 [000751 | 20,3 | 424 | 221 | 0,002 





0.00769 | 


Mittel: || 0,00769 | Mittel: | 0,0074 








Tabelle V. Einfluß des salzsauren Chinins auf die Pankreaslipase 


Zeit in Stunden 


Anfangs 


Se A ap 


Kontrolle: 


mit 1proz. Triacstinlösung. 











S< lis š <<< ' e 
¿ex | Triacetin, Iproz. 40,0 sz | Triacetin, 1proz. 40,0 
< Ch. HCI, n/320 8,0 Sra 1, 21 0 BF 8,0 | 
BE Extrakt . . . . 80 0,4343 E ° ` ` J| Extrakt . . . -~ 80/ 04 
gi Jk - k 8... , [——— — zën 
EE J Aciditát Zoot | Acidität = 
qq C y y aak || A 
Om gesamt verstärkt TIA | gesamt | verstärkt 
er | Des? š 
19,4 19.4 = = 152 | 152 E: — 
21,5 27,7 52 (000829) 15,9 21,0 | 5,1 [((0,00813) 
20,8 | 298 | 90 |0,00722| 16,6 | 27,8 | 112 |(00090) 
22,8 36,1 13,3 | 0,00717 | 17,7 | 309 | 13,2 | 0,0712 
230 | 408 | 178 000726 | 176 | 350 | 178 |0.007% 
22,1 | 440 | 21,9 '0,00720| 17,1 | 38,6 | 21,9 | 00079 
SC | Š m. VENEN 
Mittel: 0,00721 | Mittel: || 0,00719 
JO 


EA 
Q 


KOH incm? 





A 
$0 
° 








2 
Zeit in Stunden 
Abb. 1. 1 proz. Triacetinlösung. 
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Einfluß verschiedener Präparate der Chiningruppe usw. V 


wir seine Abhängigkeit von der Konzentration des Substrats. Aus 
den Tabellen VI bis IX ist ersichtlich, daß eine 1,proz. Triacetinlósung 
durch die Pankreaslipase schneller in Gegenwart von Chinin abgebaut 
wird alsin dessen Abwesenheit (s. Tabelle VI, Abb.2). DieSpaltung aber 


Aren HOM n cm? 





Zeit in Stunden 
Abb. 2. 0,5 proz. Triacetinlösung. 


von 3- und 5proz. Triacetinlösung verläuft während der ersten Stunden 
der Wirkung des Ferments gleichartig bei Anwesenheit von Chinin 
oder ohne Chinin, von der dritten Stunde ab verlangsamt das Chinin 
die Lipasewirkung (s. Tabellen VII bis IX und Abb. 3). 


12,0 






7 
m 
Q 


0 HOM in cm 


N 


4 A 


2 
Zeit in Stunden 
Abb. 3. 3 proz. Triacetinlösung. 


Schlußfolgerungen. 


l. Salzsaures Chinin beschleunigt den Prozeß der Spaltung von 
ve bis 1 proz. Triacetinlösung durch die Pankreaslipase. 
2. Bei höheren Konzentrationen des Triacetins (3 bis 5 Proz.) übt 
das Chinin während der ersten Stunden fast keine Wirkung aus; hierauf 
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(nach Verlauf von 3 bis 4 Stunden) tritt eine Verlangsamung der 
Fermentwirkung zutage. 

3. Die Geschwindigkeit der Hydrolyse von Triacetin durch «ie 
Pankreaslipase in Anwesenheit wie auch in Gegenwart von Chinn 
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2 J 
% Gehaltan Triacefin 
Abb. 4. Veränderung „A“ in Abhängigkeit vom Proz.sGchalt an Triacetin. 


verläuft ohne Abhängigkeit von der Ausgangskonzentration des Substrats 
nach dem Gesetze der monomolekularen Reaktionen, entsprechend der 
a 
Gleichung K = 2 In —— -- 
t a—x 
4. Die Konstante der Reaktionsgeschwindigkeit ,,K* ist für starke 
Konzentrationen des Triacetins ceteris paribus bedeutend geringer als 
für schwache Konzentrationen des Substrats (s. Abb. 4). 
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Untersuchungen an elektrolytfreien wasserlóslichen Proteinen. 


V. Mitteilung: 


Säureproteine. II. Donnangleichgewicht und kolloidales Verhalten 
+ der Eiweißkörper. 


Von 


Josef Frisch, Wo. Pauli und Fmerich Valkó. 


(Aus dem Laboratorium fir physikalisch-chemische Biologie der Universitát 
Wien.) 


(Eingegangen am 19. August 1925.) 
Mit 20 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 

Seitdem J. Sjöqvist!) im Jahre 1894 zum erstenmal mit der 
Anwendung der Leitfähigkeitsmessung auf die Beziehungen von Eiweiß- 
körpern zu Säuren und Laugen in dieses Gebiet die physikalisch- 
chemische Methodik eingeführt hatte und so zu der Vorstellung einer 
Salzbildung der Eiweißkörper mit Säuren und Basen gelangt war, 
hat das Interesse für diese wichtige Frage nicht mehr geruht. 

Über die chemische Auffassung dieser Wechselwirkung herrschte 
vollständige Einigkeit bei allen weiteren Forschern, wie St. Bugarsky und 
L. Liebermann, E. Laqueur und O. Sackur, W. B. Hardy, Pauli, S. P. L. 
Sorensen, B. T. Robertson, bis in die amerikanische Literatur der letzten 
Jahre?), die zwar keine grundsätzliche Neuheit in den Forschungswegen, 
wohl aber in den Anschauungen J. Loebs unter Erweiterung eines voran- 
gegangenen Versuchs von Procter und J. A. Wilson 3) eine allgemeine Theorie 
für das kolloidale Verhalten der Eiweißkörper gebracht hat. 

Im Jahre 1909 hatte Pauli einen umfassenden Versuch unter- 
nommen, das Verhalten von Säure- und Alkaliprotein in bezug auf 
Viskosität, Alkoholfällbarkeit, Hitzegerinnung und elektrische Leit- 





1) J. Sjöqvist, Skandinav. Arch. f. Physiol. 5, 277, 1894; 6, 255, 1895. 

2) Eine gute Ubersicht derselben findet sich in der eben erschienenen 
Monographie ,,Physico chemical studies on proteins. I. Von Walter F. Hoff- 
man und R.A.Gortner Kolloid Symposium Monograph 1925; vgl. ferner 
Pauli, Kolloidchemie der Eiweißkörper bei Th. Steinkopff, 1922. 

3) H. R. Procter u. J. A. Wilson, Journ. of the chem. soc. 109, 307, 1916. 
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fähigkeit, ferner in bezug auf Quellung und osmotischen Druck aus 
dem Unterschiede zwischen ionischem und elektrisch-neutralem Eiweiß 
herzuleiten, von denen das erste infolge seiner Hydratation durch eine 
hohe Reibung ausgezeichnet und zugleich gegen dehydratisierende 
Einwirkungen (Alkohol- und Hitzekoagulation) widerstandsfähiger 
sein sollte. Rückgang der -EiweiBionen würde zum Abfall der Reibung 
führen und die Koagulierbarkeit erhöhen. Da viele Säure-(oder Basen-) 
moleküle auf ein Eiweißmolekül entfallen, so würde die Proteinsalz.- 
bildung mit der Entstehung mehrwertiger Ionen einhergehen. Die 
von diesen positiven Proteinionen festgehaltenen Anionen, z. B. Cl-Ionen 
bei Proteinchlorid, müßten eine gewisse Erhöhung seines osmotischen 
Druckes hervorrufen und ebenso eine Quellungserhöhung von Säure- 
oder Laugenglutin. Rückgang der lonisation würde dann auch zu 
einem Abfall des osmotischen Druckes und der Quellung führen. Solche 
Maximumbildungen im Verhalten ließen sich nun in der Tat in diesen 
Fällen mit fortschreitendem Säure-(oder Alkali-)zusatz zu Proteinen 
nachweisen, während der Säureüberschuß die Reibung, den osmotischen 
Druck usw. wieder absinken ließ. Schließlich gelang es, im Sinne dieser 
Vorstellungen durch die potentiometrische Ionenmessung direkt zu 
zeigen (K. Manabe und J. Matula), daß die Differenz des vom Protein 
gebundenen Chlor und H durch ein Maximum geht, welches also ein 
Ionisationsmaximum des Eiweißchlorids darstellt und genau mit dem 
Reibungsmaximum zusammenfállt. Ebenso konnten Pauli und 
M. Samec ein Optimum der kathodisch überführten Eiweißmenge mit 
steigendem Säurezusatz nachweisen. Damit erschien die Annahme 
sehr gestützt, welche Ionisation und Zustandseigenschaften des Protein- 
salzes auf einem weiten Erscheinungsgebiet in Zusammenhang brachte. 
Dazu kam noch eine ganze Reihe von Beobachtungen, welche sich einer 
ähnlichen Auffassung unterordnen ließen, nämlich die Wirkungen von 
. Neutralsalzen der Alkalimetalle auf Säure bzw. Alkalieiweiß. Dieses 
gab, im Maximum der Ionisation schon mit kleinen Mengen von Alkali- 
salzen versetzt, Abfall der Viskosität, Wiederauftreten der Hitze- und 
Alkoholkoagulierbarkeit, denen Abnahme der kathodisch überführten 
Eiweißmenge (also der positiven Proteinionen) und ein relatives Leit- 
fähigkeitsabsinken entsprach, was wiederum im Sinne der Verringerung 
der Eiweißionisation aufgefaßt werden konnte. Ferner ließen sich den 
Wirkungen des Säureüberschusses auf der einen und der Neutralsalze 
auf das Säureeiweiß auf der anderen Seite alle Übergänge bis zur Eiweiß- 
fällung bzw. zur Glutinentquellung anreihen, die gleichfalls als Folgen 
einer fortschreitenden Entionisierung verständlich erschienen. Es ist 
also der wesentliche Inhalt dieser Theorie, daß sie in Verschiedenheiten 
des ionischen Zustandes des Proteinsalzes selbst die Grundlage für das 
wechselnde kolloidale Verhalten des Eiweißes erblickt. Eine besondere 
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Frage bildet dann, wie der Rückgang der Ionisation in Sšure- oder 
Alkaliüberschuß zustande kommt. In Anwendung der klassischen 
Dissoziationstheorie wurde damals angenommen, daß es sich um eine 
Dissoziationszurückdrängung des Pıoteinsalzes handelt, welche bei 
diesem mäßig starken Elektrolyten durch die wachsend.: Konzentration 
des gemeinsamen Säureanions erfolgen sollte. 


Procter und Wilson!) haben im Jahre 1916 den Versuch gemacht, 
die Quellung fester Gelatine in Salzsäure, die mit fortschreitender 
Säurekonzentration durch ein Maximum geht, aus einem sogenannten 
Donnanschen Gleichgewichte zu berechnen, einer ungleichen Ionen- 
verteilung innerhalb und außerhalb der Gallerte, deren Bedingung es 
ist, daß mindestens eines der vorhandenen Ionen durch die bestehende 
Anordnung an der freien Diffusion gehindert wird. Das wäre in diesem 
Falle das positive Glutinion, welches nach dem Schema COOH. RNH, 
+ HCI — COOH .RNH; + OU entstanden und im Gelgerüst fixiert 
zu denken ist. Donnan hat ein anscheinend hier passendes Beispiel in 
seiner Theorie der Membrangleichgewichte behandelt, das sowohl bei 
Procter und Wilson für die Gelatinequellung als auch später durch J. Loeb 
allgemein bei den E:weißkörpern Anwendung gefunden hat. 


In der Donnanschen, von J. Loeb uneingeschränkt übernommenen 
Fassung, handelt es sich um den folgenden Fall: Bringen wir Bọ, eine 
schwache einwertige Base, deren bei der Reaktion mit Säure entstehendes 
Ion B* ebensowenig membrandurchgängig ist wie das neutrale 
Molekül B, in eine osmotische Zelle, so zeigt sie den osmotischen 
Druck R.T.c, worin c, die Konzentration von B, ist. Setzen wir 
dem Außenwasser HCl hinzu, so wird die Salzsäure zu B, diffundieren 
und etwa den Teil z zu B* CI” neutralisieren. Dann bleiben innen im 
Gleichgewicht die Moleküle bzw. Ionen (c — 2). Bọ, zB’, yH', 
(y + z)CI” und außen zH' und zl, 





Innen | Außen 
(co — z) B® 

z B* 

y Ht x H+ 
(y + 2) CI z Ol 


Im Gleiechgewichte müßten die Produkte der Ionen H und OI" 
linen und außen gleich sein, also 
9 
r = AC +2) (1) 
Der gefundene osmotische Druck in der Innenzelle wird sich als 
die Differenz der Werte R.T.n, und R.T.n, ergeben, wenn n, 


l Journ. of the chem. soe. 109, 307, 1916. 
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und n, die Ionenkonzentrationen innen bzw. außen darstellen. Das wäre 
also im Gleichgewicht 


P = RT2y+z+0-—-2?) 


oder durch Einsetzen für z aus Gleichung (1) 


E 

p= RT Set RT.e, (2) 

Der erste Ausdruck auf der rechten Seite der Gleichung (2) ver- 
schwindet, wenn z sehr klein ist, und ebenso nähern sich für große 


— a? 
x-Werte x und y einander, so daß RT. mo y) wiederum dem Werte 


y 

Null zustreben wird. Mit steigendem Sáurezusatz schreitet also «ler 
osmotische Druck von seinem geringen Ausgangswerte durch ein 
Maximum, um sich wieder der ursprünglichen Größe zu nähern. Nach 
Loeb gelten die gleichen Verhältnisse 
für Proteinkörper und Säure (oder 
Base), sobald man an Stelle von über- 
schüssiger Säure ein Neutralsalz zum 
Säureeiweiß hinzufügt. 

Im Jahre 1913 wurde von Pauli !) 
auf Grund von Versuchen mit M. Samec 
zuerst mitgeteilt, daß der Gang der Vis- 
kosität und des osmotischen Druckes 
eines Säureglutins mit fortschreitendem 
Säurezusatz sich praktisch decken. Die 
nebenstehende der damaligen Mitteilung 
entnommene Abb. 1 stellt diese Verhält- 
nisse dar. Die Werte sind auf den 
gleichen, analytisch ermittelten Cl.Ge- 

Abb. 1. halt der Innenlösung in der osmotischen 
Zelle bezogen. 

Diese Erscheinung legt eine gemeinsame Erklärung für das Ver- 
halten des Proteins in bezug auf osmotischen Druck und Viskosität 
nahe. Pauli suchte dieselbe, wie angeführt, im Gange der lonisation 
des Eiweißsalzes mit steigendem Säuregehalt, J. Loeb dagegen in der 
Anwendung des Donnanschen Prinzips. Zu diesem Zwecke machte er 
die weitere Annahme, daß die Glutinlösung aus submikroskopischen 
Aggregaten besteht, welche einem analogen Donnan-Effekt unter- 





1) Kolloidzeitschr. 12, 222, 1913. Wie bei den meisten anderen 
Grundversuchen gibt auch hier J. Loeb, welcher vor allem eine neue 
theoretische Auffassung der vor ihm von anderen festgestellten Tatsachen 
gebracht hat, keine Vorgänger an. 
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liegen, wie etwa feste oder in eine osmotische Zelle eingeschlossene 
Gelatine. In diesen Aggregaten wären die Glutinionen indiffusibel 
fixiert. Pauli nimmt dagegen eine gesteigerte Hydratation der mehr- 
wertigen Proteinionen an, die mit wachsendem Sáurezusatz, einem 
Ionisationsrückgang entsprechend, abnimmt. | 

Da das Donnansche Prinzip nur dann Anwendung finden kann, 
wenn mindestens eines der vorhandenen Ionen an der freien Diffusion 
gehindert ist, so kann es für eine echte Lösung eines Eiweißkörpers 
mit vollständig frei beweglichen Ionen (ohne Anwesenheit einer 
trennenden Membran) keine Geltung besitzen. Deshalb legt J. Loeb 
das größte Gewicht auf den Umstand, daß es ihm und Hitchcock nicht 
möglich war, in rein dargestelltem Eialbumin ein Viskositätsmaximum 
bei Säurezusatz zu finden, während das gleiche Protein auf Säure- 
zugabe den typischen Gang der Kurve des osmotischen Druckes mit 
einem Maximum bei Messung in der Kollodiumzelle anzeigt. Darin 
wird ein schlagender Beweis für die Beherrschung der angeführten 
Erscheinung durch das Donnansche Prinzip erblickt, das hier beim 
Vorliegen frei beweglicher Proteinionen nur durch Einbringen des 
Eialbumins in eine Zelle mit halbdurchlässiger Wand wirksam sein 
kann. Wohl ist von Pauli und Mitarbeitern schon vor längerer Zeit 
bei Serumalbumin, aber auch bei Glutin in Temperaturen von 45 und 40°, 
das ungeänderte Fortbestehen der typischen Viskositätskurve nach- 
gewiesen worden, ohne daß hier der geringste Anhalt für das Vor- 
handensein von Gelpartikeln mit fixierten indiffusiblen Proteinionen 
gegeben wäre. Da jedoch von Loeb dem ‚„ausnahmsweisen‘“ Verhalten 
des Eialbumins die ausschlaggebende Bedeutung zugewiesen und zugleich 
die damit im Zusammenhang stehende Theorie Loebs als allgemein 
für das kolloide Verhalten der Eiweißkörper gültig angesehen wurde, 
erschien eine experimentelle Prüfung der Eigenschaften des Ovalbumins 
von Wichtigkeit. Sie zeigte, wie gleich vorweggenommen sei, daß Loeb 
und Hitchcock das Bestehen eines Viskositätsmaximums in diesem 
Falle einfach übersehen haben. Damit traten naturgemäß auch hier 
andere Erklärungsmöglichkeiten im Anschluß an die ursprünglichen 
Vorstellungen von Pauli in den Vordergrund, zu deren Prüfung diese 
Arbeit einen Beitrag liefern soll. 

Zuvor mögen jedoch einige allgemeine Bemerkungen über die 
Anwendung des Donnanschen Prinzips in Fällen wie dem vorliegenden 
Platz finden, die dessen quantitative Formulierung und damit auch 
seine beweisende Kraft betreffen. 

Es hat schon F.G. Donnan in seiner jüngsten Übersicht 1) über 
das von ihm gefundene Prinzip hervorgehoben, daß seine Aufstellungen, 


1) Chem. Rev. 1, 73, 1. April 1924. 
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welche die Ionenkonzentrationen einführen, nur für ideale verdünnte 
Lösungen Geltung haben können, daß aber richtiger an Stelle der 
Konzentrationen die Ionenaktivitäten zu treten hätten. Wie bekannt. 
hat durch die Arbeiten!) von N. Bjerrum, Milner, Lewis, Brönstedi 
die klassische Dissoziationstheorie von Arrhenius eine wesentliche 
Ergänzung und Abänderung erfahren, wonach auf dem Gebiete der 
starken Elektrolyte schon in relativ verdünnten Lösungen sehr merk- 
liche Unterschiede in Erscheinung treten, jenachdem etwa der osmotische 
Druck P, die potentiometrische lonenbestimmung (Aktivität) A oder 
die Leitfähigkeit L in Betracht gezogen werden. Diese Eigenschaften 
wurden früher als einheitlich abhängig von einer einzigen Funktion. 
dem Dissoziationsgrad, angenommen, zeigen aber bei näherer Unter. 
suchung sehr merkliche Abweichungen von dieser Annahme. Die neue 
Lehre nimmt dagegen vollständige Dissoziation der starken Elektrolyte 
an und führt die abweichenden Werte für die Ionenwirkungen auf P, A 
und L auf das Vorhandensein interionischer, elektrostatischer Kräfte 
zurück, deren Ergebnis zugleich für die gemessene Größe von P, 4 
und L einen verschiedenen Effekt bedingt. Das Zurückbleiben von P, A 
oder L gegenüber dem aus der Ionenkonzentration abgeleiteten Werte 
wird durch Abweichungskoeffizienten ausgedrückt, welche kleiner als 
eins sind und mit Bjerrum als osmotischer Koeffizient f,, Aktivitäts- 
koeffizient f, und Leitfähigkeitskoeffizient f, bezeichnet werden mögen. 
Sie geben, mit der Konzentration c multipliziert, die osmotisch, potentio- 
metrisch oder konduktometrisch wirksame Jonenkonzentration an. 
f, und f, hängen aus thermodynamischen Gründen miteinander zu- 
- sammen, f, ist eine außer jedem direkten Zusammenhange mit den 
ersteren stehende Größe. In neuester Zeit wurde von Debye eine Theorie 
der Wirkung der interionischen Kräfte auf osmotischen Druck, Aktivität 
und Leitfähigkeit entwickelt, die schon sehr weitgehend die bestehenden 
physikalischen Zusammenhänge behandelt und für die einfachsten 
Fälle eine befriedigende Darstellung der Erfahrungstatsachen, ins- 
besondere der außerordentlich eleganten Untersuchungen Brónstedis 
über die Löslichkeitsbeeinflussung durch Elektrolyte gestattet. 


Nach den z.B. von Bjerrum für die Abweichungskoeffizienten 
des einfachsten einwertigen Elektrolyten K C] gegebenen Werten sind 
bereits hier die Unterschiede des Aktivitäts- und osmotischen Koeffi- 
zienten in der niedrigen Konzentration von 0,01n etwa 7 Proz. In der 
Tat ist es im allgemeinen selbst in den einfachsten Fällen notwendig. 
die Aktivitäten statt der lonenkonzentrationen bei der Berechnung des 


l) Vel. die zusammenfassenden Darstellungen von F. Auerbach in 
„Ergebnisse der exakten Naturforschung“ 1, 228, 1922 und E Hückel, 
ebenda, 3, 199, 1924 (daselbst Literatur). 
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Donnanschen Gleichgewichtes einzuführen, wie dies jüngst Húckel 1) 
unter Anwendung der Debyeschen Theorie zum ersten Male unternommen 
hat. Er konnte mit Erfolg die Resultate von F.@. Donnan und Allemand 
über das Gleichgewicht zwischen K, Fe Cy, und KCI, die durch eine 
Ferrocyankupfermembran getrennt waren, unter gewissen Annahmen 
für die lonendurchmesser quantitativ darstellen. Die Versuche be- 
treffen einen molaren Konzentrationsbereich von 0,002 n bis 0,025 n. 

Es bleiben für die Rechnung ohne Aktivitätskoeffizienten nach der 
idealen Vereinfachung Donnans in Wirklichkeit nur die Fälle symme- 
trischer Anordnung übrig, bei denen sich die Aktivitätskoeffizienten 
praktisch herausheben, z. B. Natriumcaseinat und Kaliumcaseinat, und 
für die das Experiment gute Übereinstimmung zwischen Berechnung und 
Beobachtung anzeigt, oder gewisse Fälle, bei denen die Verdünnung so 
hochgradig ist, daß die Abweichungskoeffizienten nahe zusammen- 
fallen. 

Eine Anwendung des Donnanschen Prinzips auf die Verhältnisse 
bei den Eiweißkörpern setzt also die Kenntnis der Aktivitäten in den 
betreffenden Lösungen voraus, bzw. die Voruntersuchung, ob die 
Eiweißsalze sich wie starke oder schwache Elektrolyte verhalten. Im 
folgenden wird der Versuch einer Orientierung in dieser Richtung 
unternommen. 


II. Versuchsmaterial und Methodik. 


Die Versuche wurden zunächst an folgendermaßen hochgereinigtem 
Ovalbumin ausgeführt. 


Frische, durchleuchtete Eier wurden sorgfältig vom Eigelb befreit 
und das Eiklar so lange geschlagen, bis aus demselben eine Flüssigkeit von 
völlig gleichmäßiger Viskosität entstand. Dann wurde es mit der gleichen 
Menge destillierten Wassers versetzt und mit Toluol überschichtet. Diese 
Eiklarlösung wurde in einem großen Paulischen Elektrodialysierapparat 
48 Stunden lang unter Vorschaltung von zwei Kohlenfadenlampen, dann 
24 Stunden lang mit einer Kohlenfadenlampe und schließlich durch direkte 
Einschaltung in 220 Volt Spannung weiter elektrodialysiert. Die so von 
Globulin größtenteils befreite Lösung (K = 3. 10—5r. O.) wurde in einem 
kleinen Elektrodialysierapparat mit Platinelektroden bei derselben 
Spannung weiter behandelt, bis die restlichen Globulinmengen unter Mit- 
nahme der das Eiklar färbenden Stoffe niedergeschlagen waren. Aus 
konzentrierten Lösungen gelang jedoch das Entfernen von Globulin auf 
diese Weise nicht immer. In diesen Fällen?) wurden die Lösungen mit 
kleinen Mengen InK,SO, bis zur Endkonzentration 0,0l n im Elektro- 
dialysierapparat unter Vorschaltung von zwei Widerstandslampen wieder- 
holt so lange versetzt, bis schließlich alles Globulin ausfiel und auf Halb- 
sättigung mit Ammonsulfat auch nach 24 Stunden nicht die geringste 
Trübung entstand. Die so hergestellten Fialbuminlösungen waren wasser- 





1) Kolloidzeitschr. 36, 204, 1925. 
2) Vgl. M. Adolf und Wo. Pauli, diese Zeitschr. 152, 360, 1924. 
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klar, die Konzentration betrug bis 4 Gewichtsprozent. Nach dieser Elektro- 
dialyse hatten die Lösungen eine spezifische Leitfähigkeit von 1,44.10- 5 r. O., 
welche aber bald auf 2,1 . 10—5 r. O. stieg und sich dann konstant hielt. 
Die potentiometrische H-Ionenbestimmung ergab a, = 1,28. 10-3n 
in der lproz. Lösung. Es wurden zwei Ovalbuminlósungen, eine vun 
2,20 Proz. und eine von 3,48 Proz. als Stammlösung benutzt, von denen 
die erste in den Versuchen mit dem gleichen Volumen des Zusatzmittels zur 
Endkonzentration 1,01 Proz., die zweite durch Verdünnung von 10 zu 15 
zur Endkonzentration 2,32 Proz. stets gebracht wurde. 

Zur potentiometrischen Z-Ionenbestimmung diente die am In- 
stitute übliche Anordnung mit der rotierenden H-Elektrode von Pauli 
und einer n KCl-Kalomel-Bezugselektrode. Die CI-Ionenaktivität 
wurde aus der EMK einer Kalomel- Quecksilberkette abgeleitet. Sämt- 
liche Werte gelten für 3,5 n KClals Zwischenflüssigkeit. Die zu messende 
Lösung blieb bis zur Konstanz 2 bis 8 Stunden im Gleichgewicht mit 
dem Mercurochlorid. In den hier verwendeten Konzentrationen von 
Säure konnte von einer Korrektur für die Reaktion des Mercuroions 
mit dem Protein abgesehen werden, da dieses praktisch vollständig 
durch die H-Ionen aus dem Eiweiß verdrängt wird. Die Versuchs- 
temperatur betrug 20% C. 

Eine sehr eingehende Prüfung mußte der Frage der Berechnung 
und Auswertung der potentiometrisch gewonnenen Werte zugewendet 
werden. Es kann nunmehr keinem Zweifel unterliegen, daß die in den 
gemessenen Elektrolytketten gefundene EMK nicht wie bisher auf die 
nach der klassischen Ionentheorie aus ‚Dissoziationsgraden‘“ mittels 
der Formel a = A/} abgeleiteten freien Ionen, sondern auf Aktivitäten 
bezogen werden muß. Die Aktivität ergibt sich aus dem Produkte 
c.f,, worin c die Konzentration und f, den Aktivitätskoeffizienten 
bedeutet, der an Stelle des Dissoziationsgrades zu treten hat. Es sind 
also die z; Ph und cy Werte der älteren Aufstellungen Sörensens im 
Sinne seiner späteren Ausführungen [S. P. L. Sörensen und K Linder- 
ström-Lang *)] durch die den Aktivitäten entsprechenden Werte az, 
(für 189 = 0,3357 Millivolt) pay, und a, ausnahmslos zu ersetzen. Die 
Chloraktivitäten 2) wurden nach den neuesten Aktivitátswerten von KCl 
umgerechnet, die Korrektur gegenüber den bisher verwendeten betrug 
für x, 5 Millivolt und für das pc eine Vermehrung um 0,086. 


1) C. r. des travaux du Labor. Carlsberg 15, Nr. 6. Kopenhagen 1924. 

2) Durch die Wahl einer n KCI-Kalomelelektrode als Halbelement 
und der alten Werte für ihr Potential für die Gewinnung von 7, wurde zu- 
fällig in den Tabellen von Matula (bei Th. Steinkopff, 1917) ein genau der 
Aktivität entsprechendes a, verwendet, so daß alle (H)-Angaben in den 
früheren Arbeiten aus dem Institute Aktivitäten darstellen. Dieser zu- 
fällige Umstand gilt jedoch nicht für die Bestimmung der Cl-Aktivitäten 
auf Grund derselben Berechnungstabellen. Hier mußte eine den Aktivitäten 
von KCl entsprechende Korrektur angewandt werden. 
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In den angegebenen Tabellen sind die folgenden Bezeichnungen 
verwendet, wobei der obere Index 1 die Werte fiir reine Salzsáure und 
der Index II die Werte für deren Mischung mit Eiweiß anzeigt. Der 
Index 111 wurde für die entsprechenden Weıte des reinen Proteinsalzes 
reserviert. 

Die Normalität der reinen Säure ist ny, = nH = ncp gleichgesetzt 
der Ionenkonzentration auf Grund der Theorie der vollständigen 
Dissoziation der starken Elektrolyte (N. Bjerrum). ay = ac, sind die 
Jonenaktivitáten der reinen HCl unter der Annahme, daß hier keine 
Unterschiede 1) von H und Cl merklich werden. fa}; = fac; sind die 
Aktivitätskoeffizienten unter der gleichen Annahme. Sie sind neben den 
Leitfähigkeitskoeffizienten /, in der folgenden Tabelle angeführt. In 
der untersten Reihe sind die Aktivitäten der verwendeten Salzsäure, 
die bei 1 proz. Ovalbumin den Titer 0,984 später 1,00 besaß, berechnet. 


Tabelle I. HCl. 














EE EE ‚005 0,01 0,02 0,03 10,04 0,05 
nach Noyes u. | 
Mac Innes . . 0,965* 0,932 0,902 *) 0,880 0,866 *) 0,855 
nach Kohl- ` 
ausch . . . . 0,9762 0,9661 0,9582 0,9504 0,9440 0,9399 
= On + +. 4748.1073 9,171,107 | 1,780,107? | 2,596.10-? | 3,409. 10-2 | 4,207,107 





*) Intrapolicrte Werte. 


Für die Eiweiß-Säuremischung gelten entsprechend die Be- 
zeichnungen fa}, fügen, ay, gc, die den weiteren Berechnungen dienten. 

Zunächst kann man den vom Eiweiß gebundenen H, der uns 
zugleich die Konzentration des gebildeten Chlorids angibt, Ce (gebunden) 
= Nay. cy AUÍ folgende Weise ableiten. Die in der Eiweiß-Säuremischung 
gemessene H-Aktivitát gu < ay läßt sich zur Ermittlung der Konzen- 
tration der ungebundenen Säure verwenden, wenn wir aj; durch den 
Aktivitätskoeffizienten Tou dividieren. Wir haben nun angenommen 
Zoe = fan, identisch also mit dem Aktivitätskoeffizienten der gleich 
normalen reinen Salzsäure. Diese Annahme dürfte keinen erheblichen 
Fehler bedingen. Sie stützt sich darauf, daß bei Anwesenheit von 
Proteinchlorid mit seinen hochwertigen positiven Eiweißionen wohl 
eine erhebliche direkt inaktivierende Wirkung auf die entgegengesetzten 
Cl-Ionen, aber kein direkter aktivitätsvermindernder Einfluß auf die 
gleich geladenen H-Ionen zu erwarten ist. Diese Annahme würde auch 


1) Nach neueren amerikanischen Arbeiten trifft dies wahrscheinlich 
nicht genau zu, doch gehen die angegebenen Abweichungen nicht so weit, 
daß sie die Ergebnisse dieser Arbeit wesentlich verändern. Die vor- 
liegenden Angaben zur Aktivität der Kationen und Anionen desselben 
Elektrolyten weichen sogar dem Sinne nach von einander ab. (Vgl. 
C. Drucker, Zeitschr. f. physikal. Chem. 111. 5, 1924.) 
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mit einschlägigen Betrachtungen Brönstedts und N. Bjerrums (s. unten, 
zusammenstimmen. Dann wäre 
II 
E E E E ` a On dn | 
dd E o e, ! 
Tu 20H 
da 


Wir wollen nun in Übereinstimmung mit allen Erfahrungen (s. unten) 
auch das gebildete Eiweiß als einen starken Elektrolyten ansehen. 
somit z.B. im Proteinchlorid sämtliche Cl-lonen als dissoziiert be- 
trachten. Dann wäre in der Eiweißsalzsäuremischung nyc zugleich die 
Konzentration der Cl-Ionen, und da deren Produkt mit dem Aktivitáts- 
koeffizienten fac, die Cl-Aktivität ac, geben muß, so gilt 

fal, = “a 
"HCl 


Za 


Auf diesem Wege kann man also zur Kenntnis des Aktivitátskoeffizienten 
der Cl-Ionen im Säure-Eiweißgemisch gelangen. I 

Für die Zwecke dieser Untersuchung sind vor allem die Aktivitäten 
und Aktivitätskoeffizienten des Proteinsalzes (in bezug auf C]-Ionen) 
ac, und faci von Interesse. Zu diesen Werten führen folgende, ohne 
Einführung neuer Annahmen mözlichen Überlegungen. Würde keine 
Inaktivierung von Cl-Ionen im Proteinchlorid erfolgen, so müßten 
Rato cı Chlorionen, vermehrt um die Chloraktivitát der vorhandenen 
Salzsäure, gleich go, vorhanden sein. In Wirklichkeit werden go ge- 
messen, und es sind also durch das Proteinchlorid (al + naw ci) — 4l 
inaktiviert worden. Die Differenz gegen die gesamten Cl-Tonen des 
Proteinchlorids au, cı gibt dann die Cl-Aktivitát des Proteinsalzes. aç. 


t _ Ber "I Z= ¿2 e AA a 
aci = Bac lant na. cl —acı) = aG ah ' 


Kurz läßt sich dies auch derart ausdrücken: Ware nur Salzsäure 
da, dann müßte die Cl-Aktivität gleich sein der H-Aktivität ay. Der 
Überschuß der gemessenen Cl-Aktivität darüber, ac; — gu, muß also 
auf das Proteinsalz entfallen. 

Bildet man den Quotienten der Aktivität des Proteinsalzes und 
seiner Cl-Ionenkonzentration, so gelangt man zu dem Aktintäls- 
koeffizienten des Proteinsalzes. 


far — _ e (4 


Man kann ferner durch die Bestimmung der spezifischen Leit- 
fähigkeit ET einer gegebenen Protein-H Cl-Kombination zur Kenntnis 
eines mittleren Leitfähigkeitskoeffizienten hi dieser Kombination gr 


(3) 
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langen, indem man E" durch jene Leitfähigkeit dividiert, welche die 
gleichen Ionen bei Wegfall aller interionischen Kräfte hätten. Es ist 
also die Normalität der Ionen des Proteinchlorids mit der Summe ihrer 
äquivalenten Beweglichkeiten bei unendlicher Verdünnung zu multipli- 
zieren und die Leitfähigkeit der neben dem Eiweißsalz vorhandenen 
Salzsäure hinzuzufügen. [Nenner der Gleichung (5).] Es wurden ent- 
sprechend unserer Meßtemperatur für die Leitfähigkeit die u- und 
v-Werte bei 25% C verwendet. Für das Proteinion wurde im Einklange 
mit allgemeinen Erfahrungen an Kolloidionen eine äquivalente Leit- 
fähigkeit u = 50r. O. angenommen. Dieser Wert ist wahrscheinlich 
für die Anfangskonzentrationen des Säurezusatzes, in denen die Protein- 
ionen eine kleinere Wertigkeit und Ladung haben, etwas zu hoch, was 
hier, wie die folgende Formel zeigt, die Koeffizienten f, etwas erniedrigen 
dürfte. Bei höherem Säurezusatz ist jedoch vor allem die Leitfähigkeit 
der HC] für die Leitfähigkeit der Mischung entscheidend, und der Einfluß 
kleiner Unterschiede im u des Proteins tritt für das Endergebnis stark 
zurück. Die Formel 


pu 
II - 
u mr _ DEA Au u (5) 
[Mhea Hai ol 326 + Han, o, 196]. 1073 
ist aus dem Einsetzen von u = 50r.0. für das Proteinion und der 
bekannten Werte für uy und Ge hervorgegangen. Die Differenz nyc 


aH 
, und stellt 

fay 

die Konzentration der neben dem Proteinchlorid vorhandenen HCI 

vor, unter der Annahme von fay = fa. 


— Rar cy İst, wie ein Blick auf Gleichung (1) lehrt, gleich 


Schließlich ist es von Bedeutung, ein Bild des Leitfähigkeits- 
anteils des Proteinsalzes selbst, EI, in der Mischung Säure-Eiweiß 
zu gewinnen. Man kann zunächst mit Hilfe der gemessenen H-Akti- 
vitát aj, unter Benutzung des hier praktisch unveränderten (s. oben) 
Aktivitätskoeffizienten fay der entsprechenden "einen Salzsäure, die 


Konzentration der freien neben dem Proteinsalz vorhandenen Salz- 
u 


a 

sáure ER ableiten. Diese Konzentration multipliziert mit dem Leit- 
an 

fähigkeitskoeffizienten fi und mit u + v) = 426 gibt die Leitfähig- 

keit Ayıcı der neben dem Proteinsalz vorhandenen Salszáure. 


Subtrahiert man den Wert'kycı von der gemessenen Leitfähigkeit 
der Proteinsäuremischung k", so verbleibt als Rest die Proteinsalz- 
leitfähigkeit, E". 

Lt = kt — Eich, (6) 
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Der Quotient der Leitfähigkeit des Proteinsalzes durch seine 
Leitfähigkeit bei unendlicher Verdünnung gibt uns dann den Let- 
fähigkeitskoeffizienten L des Proteinsalzes, 

zii 


HI feet 


E " reno 1200-37 L 


Dieser wird sehr stark von dem angenommenen Werte der Protein- 
ionenbeweglichkeit abhängen. 


HI. Versuche am Ovalbumin. 


Die folgenden Versuchstabellen bringen zunächst das Ergebnis 
der potentiometrischen Aktivitätsbestimmungen der H- und Cl-Ionen 
bei 1,01 Proz. reinstem Ovalbumin. 


Tabelle II. 
1,01 proz. Ovalbumin + HCl. H-Aktivitäten. 


l 

















nl | æ= EMkin Volt ! pay | op | CH geb. = NAIb.Cı 
0,000 0,5677 48916 — 128.10-5 ` == 
0,005 0,4635 3,0981 7,98 ‚10% | 4,11 ‚10-3 
0,010 0,4320 2,5560 2,78.10-3 6,86 . 10-3 
0020 1 0395 . 1,9966 1,01. 1072 8,48 . 10-3 
000 ` 0,3860 1,7641 1,72. 1073 1,00 . 1071 
0,040 — 03790 1,6437 | 248.103 Lin. 10? 
000 — 053701 1,4888 3,24 . 1072 1,03, 1072 
Tabelle III. 


1,01 proz. Ovalbumin + HCl. Cl-Aktivitáten. 











nici | 72 =EMK in Volt | Doch ad 

0,005 0,1248 2,3597 4,37 , 10-° 
0,01 0,1066 | 2,0464 8,99 10-3 
0,02 0,0936 | 1,8285 1,50 . 10-2 
0,03 0,0840 1,6575 2,20 . 19-3 
0,04 0,0776 1,5474 2,84. 10-? 
0,05 0,0721 | 1,4527 3,53. 1072 


Die Versuche zeigen die H-Bindungskurve des 1 proz. Ovalbumins, 
welche zugleich die Konzentrationskurve des Proteinchlorids darstellen. 
Aus dieser Kurve errechnet sich für unser reines Eialbumin ein Bindungs- 
maximum von rund 40 Mol. HCl auf ein Proteinmolekül unter Zu- 
grundelegung des Sörensenschen Wertes von 34,000 für das Molekular- 
gewicht des Ovalbumins. Die von lg Ovalbumin maximal auf- 
genommene HCl beträgt: 1,15 mg-Äquivalente. 
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Die Chloraktivitát der Säure-Eiweißmischung liegt praktisch auf 
einer Geraden, die H-Aktivität, der Bindung entsprechend, auf einer 
zur Abszisse im Anfangteile konvexen Kurve (Abb. 2). 

In der folgenden Tabelle IV sind zunächst die Aktivitäten des 
Proteinchlorids angegeben, deren graphische Darstellung als Aktivitäts- 
kurve des Proteinsalzes bezeichnet 
werden kann (Abb. 3, ac). Sie 
hat einen charakteristischen Ver- 
lauf mit einem Maximum bei 
1.10-n HCl. 


++ 
SZ 


I 
DA 











e 
WELL 








25 SE 25 o déi 10" Kei 
Abb. 2. Abb. 3. 
Tabelle IV. 

1,01 E Ovalbumin + CIH. Aktivitätskoeffizienten. 
nici | H a | ai | fas Tei 
eg CE ES UA pee UN A en u Nn ee er ` 
0,005 | 211.10: | 357.103 | 0874 0869 
oui © 6862103 |  621.10-5 0,899 | 0905 
002 | 848.103 4/90. 10-3 0.750 0.578 
0.03 1.00.10-2 : Ann jo: 0.733 0,480 
0.04 1.10. 10-2 3/60. 10-3 0.710 0.327 
oun 1131 10-3 290 . 10-3 0,706 0,257 


In dieser Tabelle sind ferner die Aktivitátskoeffizienten der Cl- 
Ionen in der Eiweißsäuremischung fac, und des Proteinsalzes fac 
angeführt, welche in der oben angegebenen Weise berechnet wurden. 
Zum Vergleich sind die Aktivitätskoeffizienten der reinen HCl farci 
heranzuziehen (Tabelle I). Daraus ergibt sich vor allem die starke 
Verminderung des mittleren Cl-Aktivitátskoeffizienten bei Eiweiß- 
anwesenheit, welche auf die hochwertigen und wenigstens bis zu einem 
gewissen Grade als solche wirkenden !) Proteinionen bezogen werden 
muß. Der Gang dieses Aktivitátskoeffizienten fac, mit der Konzen- 


1) Die Bedeutung dieser Einschränkung, die in dieser Arbeit stets bei 
Erwähnung der Vielwertigkeit der Proteinionen hinzuzudenken ist, soll bei 
anderer Gelegenheit dargelegt werden (P.). 
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tration wird dadurch bestimmt, daß anfangs die Wertigkeit der Prote:r.- 
ionen stark ansteigt und mit zunehmendem HCl immer mehr Cl-Ioner. 
in ihre Einflußsphäre gelanger, daß aber andererseits ein immer größerer 
Cl-Tonenrest in seinen Aktivitätsverhältnissen sich gemäß den steigenden 
H-Ionen denen der reinen Salzsäure annähern wird. Der im unter- 
suchten Konzentrationsbereich bemerkbare sanfte Abfall von far 
scheint das Ergebnis dieser Gegenwirkungen zu bilden. Die Aktivität-- 
koeffizienten des Proteinchlorids faci zeigen dem Gange der Cl-Aktivitat 
entsprechend einen außcrordentlich steilen Abfall. 


Schließlich können auf dem früher angeführten Wege die Leit- 
fähigkeitskoeffzienten f, (Tabelle V) in den Säure-Proteingemischen 
bestimmt werden. Wahrscheinlich ist insbesondere der erste Koeffizient 
zu niedrig wegen der hier zu hoch angenommenen Beweglichkeit des 
Proteinions, die erst mit dem wachsenden Säurezusatz zu einem 
maximalen Werte ansteigt. Wie dies schon für 1—1 wertige Elektrolvte 
bekannt ist, liegen auch in unserem Falle die Leitfähigkeitskoeffizienten 
höher als die Aktivitätskoeffizienten, doch erheben sich deren Unter- 
schiede in der Mischung von Säure und Proteinsalz auf das Vielfache 
der bei 1—1 wertigen Elektrolyten beobachteten Differenzen. Darm 
drückt sich wohl in erster Linie der mächtige Einfluß der H-Ionen auf 
die Leitfähigkeitswerte aus, während zugleich diese Ionen relativ ge- 
ringen, von denen bei 1—1 wertigen Elektrolyten wenig verschiedenen 
bremsenden, elektrostatischen Einflüssen !) in der Säure-Eiweißmischung 
ausgesetzt sind. 


Die Leitfähigkeit des Proteinsalzes allein, A", zeigt ein Maximum 
bei 0,01 n HCI, also in der gleichen Säurekonzentration, wie das 
Aktivitátsoptimum des 1,01 proz. Ovalbumins. Von größerem Interesse 
als die Leitfähigkeitskoeffizienten der Mischung fi, erscheint uns die 
Bestimmung der Leitfähigkeitskoeffizienten des Proteinsalzes fi. Die:e 
läßt einen stetigen Abfall auf niedrige Werte erkennen, also ein charak- 
teristisch verschiedenen Verhalten von dem des fu. Die zugehörigen 


Daten finden sich in der folgenden Tabelle V. ` 


Zur graphischen Darstellung wurde nicht X", sondern die der 
Aktivität analoge Größe K = n.f gewählt, welche den in der Leit- 
fähigkeit wirksamen Anteil der Ionenkonzentration bezeichnet. Diese 


Größe soll künftig Konduktivitätskonzentration, kurz ,,Konduktivitit* 
DU ` 


genannt werden. Da definitionsgemäß fu! = L und A. = -= .10-5, 
| N ç 


so ergibt sich durch Einsetzen von fi aus der zweiten und von n aus 


1) Betreffend eine andere Seite dieser Frage muß auf die Betraclı- 
tungen im Kapitel VI hingewiesen werden. 
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der dritten Gleichung in die erste Formel für K die Konduktivitát 


111 k" 3 
K" = 7- .10°%. (Abb. 3) 


20 


Aæ 186 Uprotein + Go = 126 unter den 


schon oben erwähnten Voraussetzungen. 


Tabelle V. 
1,01 proz. Ovalbumin + HCl. Leitfáhigkeitskoeffizienten. 














malo Ba D" A 

0,005 . 815.104 343.104 ' 47.10-% | 0944 | 0933 
0,01 200.10-3 | 1,23.10-3 7,7.10-4 0,954 0,923 
002 | 533,10-3 457.103  76.10-4 0,906 0,710 
0,03 8,60 . 10-3 7,92.10-3 | 6,8.10-4 0,897 0,539 
0,04 1,20 . 10-3 1,15, 10-3 5,5. 10-74 0,889 0,423 
0,05 1,58. 1072 1,56.10-2 | 20.10-4 0,865 | 0,149 


Eine ganz analoge Versuchsreihe wurde an einer Ovalbuminlósung 
von der Endkonzentration 2,32 Proz. durchgeführt. 


Die folgenden Tabellen VI und VII bringen zunáchst die gemessenen 
H-Aktivitáten und die daraus abgeleiteten Daten für cy (gebunden) 
gleich nap. cı sowie die gemessenen Cl-Aktivitáten. (Abb. 4.) 


Tabelle VI. 


2,32 proz. Ovalbumin + HCl. H-Aktivitäten. 


n! | x = EMK 
HCI | 

















aH | CHgeb. = Ar. Cl 

1,50. 10-5 ® 

1157. 10-4 4,76 .10-5 
6,85. 10-4 9117 10-3 
2772. 10-3 167. 10-2 
1.04. 10-2 1.77. 10-3 
1,86 . 10-3 1,88 , 10-2 
2.64. 10-2 1,83.10-2 
VII. 


in Volt Pay | 
0,000 0,5056 | 3,8228 : 
0,005 i 0,5045 3,8038 | 
001 | 0,4675 3,1669 
0,02 0,4325 2,5646 
0,03 0,3956 1,9811 
0,04 0,3845 1,7383 | 
0.05 0,3752 1,5784 | 
Tabelle 
2,32 proz. Ovalbumin + HCl. 
ac | == EMK 
"H Cl | in Volt | 
0,005 ' 01302 | 
0,01 01141 
0.02 0,0972 | 
0,03 00883 | 
0,04 0,0816 
00 | 00761 


1,5215 


Cl-Aktivitáten. 
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Wie die Kurve gan, cu der Abb. 5 zeigt, nähert sich auch hier die 
Bindung von H durch das Eiweiß einem Maximum, das wohl bei den 
verwendeten Säurezusätzen nicht erreicht wird und entsprechend 
höher gelegen ist als für das 1,01 proz. Ovalbumin. 

Die der folgenden Tabelle VIII entnommene Aktivitätskurve des 
Proteinsalzes liegt fast doppelt so hoch als beim 1,01 proz. Ovalbumin, 
und ihr Höhepunkt hat sich gegen dieses gleichfalls um etwas über das 


Doppelte des Säurezusatzes von 
l . 1072n bis etwa 22.10-?n HCl 
2,32% Qralbumta thc v4 verschoben. (Abb. 5.) 
E 
15 dr ' 












Tabelle VIII. 
2,32 proz. Ovalbumin + HCl. Aktivitätskoeffizienten. 

















nal MAI. Cl acı | Joch CH 
EE GE | f 
0,005 | 4⁄76.10-3 3,37 10-> 0,706 | 0,08 
ool | 911.108 599. 10-3 0.668 0.658 
0.02 Lei 10-2 1203. 10-2 0,650 0.617 
003 | 1,77.10-2 8,20 . 10-3 0,620 0,463 
004 | 1,88.10-3 j 560.10- 0,605 0,298 
0,05 | 183.102 | 3⁄0.10-3 0,602 0,202 


Man kann hier weiter die scheinbaren Aktivitätskoeffizienten des 
111 


Proteinsalzes (in bezug auf seine Cl-Ionen) fac, = See ermitteln. 
Alb.Cl 
Sie finden sich gleichfalls in der Tabelle VIII und zeigen ein stetiges 


Absinken, das im untersuchten Konzentrationsbereich zu dem niederen 
Werte 0,20 führt. 

Die nächste Tabelle IX bringt die gemessene Leitfähigkeit der 
Mischung Eiweiß-Säure k", die abgeleitete Leitfähigkeit der freien 
Salzsäure Ee und die Leitfähigkeit des Proteinsalzes ET (Abb.5), 
woraus sich dann die Leitfähigkeitskoeffizienten der Mischung f, und 
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des Proteinsalzes f, wie oben ergeben. Die Werte sind gleichfalls 
in Tabelle IX angeführt. 














Tabelle IX. 
2,32 proz. Ovalbumin + HCl. Leitfähigkeitskoeffizienten. 
ku | Hi c | ku Wi Wi | E 
470.104 | 680.105 | 402.10-* | 05688 0,70 
1,03. 10-3 3,00 . 1074 7,30. 10-4 x 063 ' 0,636 
255.10-3 1,24 .10-5 1 31. 10-3 0,752 0,622 
6,00 Ji ©  4,79,1073 | 1 21. 1073 O, 803 0,542 
9,56. 107° 8,64 . 1073 i 0. 92.10-5 O, 830 ; 0,388 
0.05 ' 1,33. Lu? 123.103 ; 1 00. 1073 0,842 0,433 


t 


Auch hier sind die ersten L -Werte wohl wegen der anfangs zu hoch 
eingesetzten Proteinionenbeweglichkeit zu klein ausgefallen, und dieser 
Fehler dürfte sich in diesem Falle stärker bemerkbar machen, weil die 
Konzentration der Proteinionen gegenüber der im 1 proz. Ovalbumin 
vergıößert und ihre Wertigkeit bei dem gleichen Säurezusatz und damit 
auch die Beweglichkeit entsprechend verkleinert ist. Die Leitfähigkeit 
des Proteinsalzes (Abb. 5) durchschreitet beim 2,32 proz. Ovalbumin ein 
Maximum in 0,02 n HCl, also in demselben Gebiet wie seine Aktivität. 


IV. Versuche am Seralbumin. 


Ähnlich wie das Ovalbumin wurde das Seralbumin durch Elektro- 
dialyse gereinigt. Dieser Prozeß wurde, um zu absolut globulinfreiem 
Material zu gelangen, folgendermaßen durchgeführt: 


Frisches Pferdeserum wurde im Faltendialysator etwa 14 Tage lang 
vordialysiert, bis dasselbe eine Leitfähigkeit von 1,45.10-#r.O. hatte. 
Diese Lösung wurde dann nach längerem Aufbewahren unter Toluol in 
einem mittleren Elektrodialysierapparat mit zwei Platinelektroden, unter 
Vorschaltung von zwei Kohlenfadenlampen, bei 220 Volt Spannung durch- 
strömt. In der ersten Zeit der Elektrodialyse wurde sorgfältig auf die 
Stromregulierung geachtet und das Außenwasser nach je 2 Stunden er- 
neuert. 

In diesem Stadium der Elektrodialyse schichtete sich die Flüssigkeit 
bei gleichzeitiger Ausscheidung von Globulin (vorwiegend an der anodischen 
Seite). Dabei war zu beobachten, daß am Anfang die oberste wasserhelle 
Schicht immer breiter wird, dann nach ungefähr 18 bis 20 Stunden tritt 
eine Verkleinerung dieser klaren Schicht ein, während die untere gefärbte 
emporsteigt. Als nach längerer Zeit (etwa 30 bis 36 Stunden) eine weitere 
Steigung der unteren Schicht nicht mehr vor sich ging, wurde die oberste 
wasserklare Partie teilweise (etwa bis zur Hälfte) abgehebert und die 
abgeheberte Flüssigkeit durch eine fast gleiche Menge destillierten 
Wassers ersetzt. Diese Lösung zeigte in einer Probe mit Ammon- 
sulfat bis zur Halbsättigung versetzt noch eine starke Globulin- 
fällung bei einem Trockengehalt von 2,42 Proz. Nach je 24stündiger 
Elektrodialyse wurde die ganze Lösung von dem in beträchtlichen Mengen 


418 J. Frisch, Wo. Pauli u. E. Valkó: 


abgeschiedenen Globulin abgehebert und die abgeheberte Flüssigkeit in 
dem vom Globulin gründlich gereinigten Apparat weiter elektrodialysiert. 
Schließlich schichtete sich die Flüssigkeit fast überhaupt nicht, es trat 
jedoch in dem Apparat eine weitere Ausfällung von Globulin ein, so dal 
die überstehende Lösung nur mehr eine äußerst schwache Trübung auf 
Halbsättigung mit Ammonsulfat aufwies. 

Um die gewonnene Albuminlösung von dem geringen Globulinrest zu 
befreien, wurde sie im Elektrodialysierapparat mit K,SO, so versetzt. dab 
sie höchstens eine Endkonzentration von 0,005 n hatte, und weiter durch- 
strömt. Diese Zugabe wurde einige Male wiederholt, bis schließlich alles 
Globulin entfernt war. Die ahgeheberte Albuminlösung, deren unterster Teil 
im Apparat gelassen wurde, hatte einen Trockengehalt von 1,7 Proz.. eine 
Leitfähigkeit von 7,42 . 10—0 r. O. (ohne Wasserkorrektur) und eine H-Ionen- 
aktivität von 9,5.10-6n. 

Die 1,7 proz. Seralbuminlösung wurde auf 1,5 Proz. verdünnt. Zu 
Lü cem dieser Stammlösung wurden immer öcem der entsprechenden 
HCl gegeben, so daß die Eiweißendkonzentration in allen Füllen 1 Proz. 
betrug. 


Die Versuchsreihen sind ganz analog den bei Ovalbumin aus- 
geführten angeordnet. 


Tabelle X. 
1 proz. Seralbumin -+ HCl. H-Aktivitäten. (Abb. 6.) 








Ha Te ` À © pay aH C Hgeh.™ P Alb.CI 
0,000 0,5753 | 5.0224 05 107% ` SC 

0.005 0495 ! 3,6313 231 10-1 468.10? 
vol 0,4600 | 3.0379 916.1074 ıı 886,107? 
0.02 04120 , 22117 6.14.10 ' 129.10-2 
0.03 0.3905 | 1.8433 1.43.10? 133.102 
0,04 0,3793 1.6488 924.107? 135,.1072 
005 — 03715 15146 3.06, 1072 1.34. 10-2 


Tabelle XT. 
I proz. Seralbumin + HCl. Cl-Aktivitäten. (Abb. 6.) 





a+" e MA E Te 

0,005 0,1350 25353 ; 292 10-53 
0.01 0.1205 + 22874 5,14. 1075 
0.02 0,0999 1,9312 1,17 . 1072 
0,03 0,0878 1,7229 1,89, 102 
0.04 0014 | 16127 2,44.1072 
0.05 0,0756 15129 "Au Jo? 


Die Versuche zeigen, daß beim Seralbumin die H-Bindung mit 
dem Säurezusatz steiler ansteigt als beim 1 proz. Ovalbumin, so dab 
schon bei 2.10-2n HCl praktisch das Optimum der H-Aufnahme 
durch das Protein erreicht ist (Abb. 7). Dieses liegt für 1 g Seralbumin 
bei 1,35 mg-Äquivalenten HCl, also deutlich höher als das Bindung- 


E u] ll. ÁU 1... T 
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maximum von lg Ovalbumin (1,15mg-Äquivalent). Eine Umrechnung 
auf das Eiweißmolekül ist hier jedoch wegen des unsicheren Molekular- 
gewichtes von Seralbumin nicht möglich. 

Die folgende Tabelle XII bringt die Aktivität des Proteinsalzes all) 
und seine Aktivitätskoeffizienten fa(, sowie die Aktivität der Cl-Ionen 
in der Säureeiweißmischung. Die Differenz ac, — aj = aq gibt die 
Aktivitátskurve des Proteinsalzes, deren Maximum (Abb.7) bei 
1,7 .10-2n HCI-Zusatz gelegen ist, 
worauf ein Abfall erfolgt. Auch 
dieses Maximum liegt (und zwar 
wesentlich) höher als das bei 
1. 107—¿n HCl gelegene des 1 proz. 
Ovalbumins. 














x | 
1% Seralbumin «HC: la 
| x 








15 


10 











Tabelle XII. 

l proz. Seralbumin + HCl. Aktivitätskoeffizienten. 
"bo ` Mac. à ac | fa | fad 
0,005 — 468.10-5 | 269.10-3 — 0584 | 0,575 
001 ` 886.10-3 422.103 : 0,514 0,476 
0,02 1,29 . 10-2 5,56. 1073 | 0,585 0,431 
0,03 1,33. 10-2 4,60.10-3 | 0,630 0,345 
0,04 135.102 200.103 i 0610 0,148 
0,05 | 13.102 010.103 — 064 | 0,075 


Am Gange des mittleren Aktivitätskoeffizienten façı (Tabelle XII) 
zeigen sich die interferierenden Einflüsse des anfänglich steilen Anstieges 
der Proteinkonzentration (und der Wertigkeit des Proteinions) als 
Abnahme von fa; welcher dann bei zunehmender HCl und konstantem 
Proteinsalz ein mäßiger Anstieg des Aktivitätskoeffizienten folgt. 
Dieser bleibt jedoch selbst bei Zusatz von 0,05 n HCl noch immer um 
mehr als 30 Proz. unterhalb des Aktivitätskoeffizienten der reinen 
Salzsäure. 

Der Aktivitätskoeffizient des Albuminchlorids façı zeigt einen 
stetigen Abfall mit wachsendem HCI-Zusatz. 
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Auch die nach der Formel (5) für f, berechneten mittleren Leit- 
fähigkeitskoeffizienten (Tabelle XIII) zeigen anfangs kleinere von 0.02 n 
ein wenig steigende Werte, in denen sich der Einfluß der freien Salzsäure 
kundgibt. Daß, wie schon hervorgehoben, eine zu groß eingesetzte 
Beweglichkeit des Proteinions insbesondere den ersten Wert von f, 
erniedrigt, dürfte auch hier gelten. 














Tabelle XIII. 

l proz. Seralbumin + HCl. Leitfáhigkeitskoeffizienten. 
Halo DI Ra Pm Im, h 
0,005 | 446.10-4 Lm 10-4  346.10-4 0.614 | 0.587 
0,01 9,82. 1074 4,04 . 1074 578.104 0813 | 0,518 
0.02 3/40 .10-3 | 278.103 | 62 ¿107% | 0729 | 0.309 
0,03 7.08 . 10-* | 6,58.10-3 i 50 .10-4 0825 | 0.208 
0,04 1,07.10-2 1,04 . 10-2 32 .10-* | 0843 0.184 
0,05 144.102 | 143.102 | 10 .10-4 | 0852 ' 0.059 


Die Tabelle enthält neben dem mittleren Leitfähigkeitskoeffizienten 
der Mischung f,, die Leitfähigkeitskoeffizienten des Proteinsalzes 
allein L `. Diese zeigen einen stetigen Abfall. Die ganze Kurve liegt 
entsprechend den weit niedrigeren Ausgangswerten als beim 1 proz. 
Ovalbumin unter der Kurve von dessen Leitfähigkeitskoeffizienten. 
Die Leitfähigkeit des Albuminchlorids k' geht durch ein Maximum 
nahe dem des Aktivitätsmaximums, die Konduktivitätskurve liegt sehr 
nahe der Aktivitátskurve. (Abb.7.) Wäre jedoch die angenommene 
Proteinionenbeweglichkeit 50 zu hoch, so würde die Konduktivität 
entsprechend oberhalb der Aktivitätskurve liegen. 


V. Viskosität der Proteinchloride. 


Durch die bisherigen Beobachtungen wurde ein gewisses Bild vom 
physikalisch-chemischen Zustande der untersuchten Säureprotein- 
lösungen gewonnen, und es war von großem Interesse, einen Vergleich 
mit deren sonstigen Eigenschaften durchzuführen. Als solche wurden 
im Zusammenhange mit älteren Erfahrungen am Institut zunächst 
die Viskositäten gewählt. 

Die Viskositätsmessungen wurden mit dem Ostwaldschen Viskosi- 
meter im Thermostaten bei 25° in der üblichen Weise ausgeführt. Man 
konnte sich mit dem Verhältnis der Durchströmungszeiten t/t begnügen, 
worin f° den Wasserwert des Viskosimeters bei 25°, stets über 600 Fünftel- 
sekunden, bedeutete. | 

Die folgende Tabelle XIV enthält die Durchströmungszeiten und 
Viskositäten von 1 proz. und 2,32 proz. Ovalbumin, sowie von unserem 
reinsten 1 proz. Seralbumin. 





e —  -— 
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Tabelle XIV. 
Relative Reibungen von Ovalbumin + HCl. Temperatur = 25% C. 


¡€x-_— —[ A a e 








2,32 proz. Ovalbumin | 1 proz. Seralbumin 

























"HCl | t= Durchström- i t= Durchström» =n (t=Durchstróm» | Za 
i| zeit in 1/5 Sek. zeit in 1/5 Sek. | zeit in 1/5 Sek. g 
000 eu | 1,028; 667 628 1,031 
0,005 | 648 1,057 | 677 725 1,190 
0,01 | 654 1,066 | 691 805 1,321 
0,02 645 1,052 ' 705 819 1,344 
00 | 642 1,044 | 699 775 1,272 
0,04 | 639 | 1042 | — 684 737 1,210 
06 | 637 ' 1038 | 680 715 1,174 


Diese Werts sind in den folgenden Abb. 8 (Ovalbumin) 
und 9 (Seralbumin) zusammengefaßt und zugleich die Kurven 
der Aktivitäten der betreffenden 
Proteinchloride Abb. 10 und 11 
daruntergestellt. 







Abb. 10. 


Die Reibungskurven zeigen sowohl bei 1 proz. wie bei 2,32 proz. Ov- 
albumin einen Anstieg bis zu einem Maximum und darauf Abfall bis zu 
einem etwas über dem Ausgangswert gelegenen Punkt. Es ist also die 
Angabe von J. Loeb und Hitchcock nicht zutreffend, daß bei Ovalbumin 
ein Reibungsmaximum auf HCl-Zusatz nicht zu beobachten sei, sondern 
die Viskosität konstant bleibe. Ferner zeigt sich hier, zum erstenmal 
am hochgereinigten Material untersucht, daß das 1 proz. Seralbumin 
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eine weit höhere Zunahme der Viskosität durch die Bildung des Chlorid: 
erfährt als das Ovalbumin, trotzdem die ursprünglichen Reibungen der 
reinen Proteinlösungen nahe beieinander liegen. Der Unterschied der 
Reibung gegen das Wasser beträgt im Maximum des Seralbumins etwa 
das Fünffache von dem des gleichprozentigen Ovalbumins. 

Nebenbei sei hier festgestellt, daß das hochgereinigte elektrolvt- 
und globulinbefreite Seralbumin eine merklich niedere Reibung im 
Maximum aufweist als ein durch einfache längere Dialyse nicht so 
vollständig gereinigtes gleichprozentiges Serum, dessen Ausgangs- 
reibung überdies etwas höher war. Das ergibt z. B. der Vergleich mit 
älteren Versuchen am Pferdealbumin von Pauli und R. Wagner ?). 
Die Maxima liegen in beiden Fällen etwas verschieden bei 1,7 . 1072n HCl 
im reinen, und bei 2 . 107? n im bloß dialysierten Albumin. Nach allen 
Erfahrungen muß dieser Unterschied auf den Globulingehalt des mit 
einfacher Dialyse gereinigten Serumeiweißes bezogen werden. 

Die bemerkenswerteste Feststellung scheint uns jedoch, daß sowohl 
bei 1 proz. und 2,32 proz. Ovalbumin als auch bei 1 proz. Seralbumin die 
Reibungsoptima trotz der verschiedenen Lage derselben genau mit dem 
Maximum der Cl-Aktiwvitat des betreffenden Proteinchlorids zusammen- 
fallen. Darüber belehrt der Vergleich mit den betreffenden Tabellen 
und noch anschaulicher mit den zugehörigen Aktivitätskurven (Abb. 10 
und 11). Man darf also aussagen, daß mit Zunahme der aktiven Protein- 
ionen ein Anstieg und mit der Abnahme derselben ein Sinken der Reibung 
des Proteinchlorids bei unseren Eiweißkörpern erfolgt. 


VI. Untersuchungen von Säureproteinen mit H,SO, und H,PO,. 


Es war für die Anwendung der Theorie der interionischen Kräfte 
(Bjerrum-Lewis) auf die Proteinsalze von größtem Interesse, das Ver- 
halten einer starken Säure mit zweiwertigem Anion, wie die H,SO,, bei 
der Proteinsalzbildung zu untersuchen. Hier war ja durch die Steigerung 
der elektrostatischen Anziehungskräfte zwischen mehrwertigem posi- 
tiven Proteinion und dem SO,-Ion, verglichen mit der Einwirkung 
auf das Cl-Ion (beim Proteinchlorid) auch eine erheblich intensivere 
Inaktivierung, Bremswirkung usw., wie überhaupt eine Verstärkung 
aller interionischer Effekte zu erwarten. Diese Erwartung hat sich in 
hohem Maße erfüllt, trotzdem hier durch die Unmöszlichkeit einer 
genaueren potentiometrischen Aktivitätsbestimmung des SO,-Ions das 
Bild ein weniger vollständiges wird, als bei der Untersuchung der HCl- 
Eiweißkombination. 

Für die Auswertung der Versuche war zunächst die Kenntnis 
folvender Größen notwendig: Der Normalität der zugesetzten reinen 


1) Vel. Pauli, Kolloidchemie der Eiweißkörper, daselbst Literatur. 
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Schwefelsäure gea. so. ihrer Leitfähigkeitskoeffizienten f, (nach 
Kohlrausch), ihrer Aktivitätskoeffizienten fa}; und ihrer Aktivität awu. 
Wir haben es vorgezogen, selbst sorgfältige potentiometrische Be- 
stimmungen der Aktivität der H,SO, in unserem Konzentrationsbereich 
0,005 n bis 0,05 n auszuführen. Dazu diente die rotierbare H-Elektrode 
kombiniert mit der 1nHKCI-Kalomelbezugselektrode. Zur Aus- 
schaltung des Diffusionspotentials bedienten wir uns einer 3,5 n KOL 
Lösung als Zwischenflüssigkeit. Von der Anwendung der Bjerrumschen 
Extrapolationsmethode (aus zwei Bestimmungen mit 3,5n und 
1,75n KCl) wurde aus folgenden Gründen abgesehen: 


1. In unserem Konzentrationsbereich stimmt die bei Verwendung 
von 3,5n KCI als Zwischenflüssigkeit gemessene EMK mit den nach 
der Planckschen Formel berechneten Werten überein. 

2. Die unter Zuziehung der nach Bjerrum extrapolierten Diffusions- 
potentiale berechneten Aktivitätskoeffizienten sind zu groß. Sie geben 
die Kohlrauschschen a-Werte oder können diese übersteigen. 

3. Bei der Zwischenschaltung einer Reihe verschieden konzen- 
trierter KCl-Lösungen fanden wir die folgenden wenigstens fünfmal 
reproduzierten Werte für die EMK von 0,05 n H,SO, (Tabelle XV), 
welche graphisch aufgetragen die Kurve in Abb. 12 geben. Der Verlauf 
dieser Kurve spıicht dafür, daß in 3,5 n KCI praktische Konstanz und 
damit eine genügende Ausschaltung des Diffusionspotentials erreicht ist. 


Tabelle XV (Abb. 12). 
EMK von 0,05n H,SO, mit verschiedenen n KCl als Zwischenflüssigkeit. 





Konzentration der | | 


KCl-Lösun . 35n | 2,62 n 175n | 0,875 n 
EMK in Volt... ! 0,3703 | 0,3708 | 0.3735 | 0,3762 


Die nächste Tabelle enthält die 
gemessenen und vollkommen repro- 
duzierbaren H-Aktivitäten (aj) der 
reinen H,SO, und die daraus berech- 
neten Aktivitätskoeffizienten far nebst 
den Werten (Kohlrausch) für f,. Zum 
Vergleich sind schließlich dis nach der 
Formel von Debye-Hückel berechneten 
Werte beigefügt für die Aktivität 
eines Ions $ von der Wertigkeit z; und der ionalen Konzentration 

= Z y;2 (y,-Konzentration im Mol/Liter), 


10 log f, = — 0,354 2? VT. 
Biochemische Zeitschrift Band 164. 28 
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Diese theorstischen Werte liegen ausnahmslos viel zu hoch uni 
übersteigen weit die a-Werte nach der klassischen Theorie. Um sk 
zu korrigieren, müßte man wohl in die unter Berücksichtigung de 
Ionenradius a in die erweiterte Debyesche Formel negative Werte für a 
einsetzen. Es ist bemerkenswert, daß bei H,SO, die gemessenen Werte 
für fa}; und f, relativ nahe beieinander liegen zum Unterschiede von 
einem 1 — 1 wertigen Elektrolyten wie HC]. 


Tabelle XVI (Abb. 13). 
Aktivitäten von H,SO,. 














l 
n! z = EMK a! j a Í i Í u 
H,SO, in Volt H berechnet nach | berechnet nach nach 
| Messungen | Debye Kohlrarerh: 

0,005 | 04218 | 4,16.10-3 x 0.831 0,9050 0.851 

1073 0,773 : 0,8486 0,794 

10-? 0,715 0,8190 0.738 

10-2 | 0,676 : 0,7831 0.700 

10-2 0.653 0,7540 0.677 

| 10-2 | 0,641 ; 0,7293 | 0.053 


Für die physikalisch-chemische 
Charakterisierung der H,SO,-Protein- 
mischung stehen uns noch die Aktivitäts- 
und Leitfähigkeitsmessung in derselben 
zur Verfügung, welche die Werte ai 
und EI liefert. Daraus lassen sich mit 
Hilfe der obigen Konstanten der reinen 
H,SO, (mit Index I versehen) analog 
wie dies bei Salzsäure durchgeführt ist, 
ableiten: 





1. Ch (gebunden) = N Alb. SO, = nH eo, SSC fal, ° 
auch hier unter der Annahme, daß eine Inaktivierung der H-Ionen 
dwch die gleich geladenen Proteinionen nicht erfolgt. 


7 
fa 
das ist die Leitfähigkeit der neben dem Proteinsalz vorhandenen 
freien Schwefelsäure unter der Voraussetzung eines ungeänderten f, 
und fu 

3. Die Leitfähigkeit des Proteinsulfates k™ = k" — ky,so, als 


Differenz der Gesamtleitfähigkeit im Gemisch von dem auf die freie 
Säure entfallenden Anteil. 


2. kH.sO, = q . 430 . 10-3, 
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4. Aus k" und KH unter der Annahme von protein = 50r.0O. 
gewinnt man den mittleren Leitfähigkeitskoeffizienten der Säureeiweiß- 
` - misch vi = 80). 
| ung ( so, ) zu 
H __ A EE 
fu Oe (Ai, SO, . 130 + Niis SO, e 430) f 10-3 
und den Leitfähigkeitskoeffizienten des Proteinsalzes allein, 
ge! 
mo. bes e es . 
fy We NAIb.SO, ` 130.10 —3 


Die nächste Tabelle XVII enthält die H-Aktivitáten von 1,01 proz. 
— Ovalbumin + H,SO, und die unter Verwendung von fay abgeleitete 
Nam. so, die Normalität des gebundenen H (Abb. 14). 























Tabelle XVII. 
1,01 1 ptoz: Ovalbumin + H,SO,. H-Aktivitäten. 
"4,50, ja 7 = EMK in Volt ie pay | all Cir get. Par Cl 

0,000 0,5678 48933 | 198.105 | _ 
0,005 0,4730 32616 | 548.10- 4,34 . 1073 
0,01 0,4337 | 2,5852 ¡ 260.10-3 6,64 . 10-3 
0.02 0,4045 20827 | 827.10-3 8.29 . 10-3 
0,03 0,3910 1,8503 | 1,41.10-2 9,17 . 10-3 
0,04 0,3820 16953 : 202.1072 | 9,03.10-3 
0,05 0,3747 1,5697 ` 268.,10-2 | 8,20.10-3 


In der weiter wiedergegebenen Tabelle XVIII sind die gemessenen 
und abgeleiteten Leitfähigkeiten in der gleichen Säure-Eiweißmischung 
zusammengestellt. 


Tabelle XVIII (Abb. 14). 
1,01 proz. Ovalbumin + H, SO.. Leitfähigkeitskoeffizienten. 


— 


"Iso, TI Ra, d ku fu J. 
0.005 | 46O_10-4 | 241.10- “219.10 0,542 — 0,388 
001 1,53 .10-3 | 1.15.10-3 x 3,80 . 10-4 0,662 0440 
002 | 417 10-3 | 307_10-3 | 5.00: 10-4 0.689 1 0463 
003 656 .10-3 | 629.10-3 | 270.10-4 0,645 | 0227 
001 | 912.10- | 901.10-3 | 1,10.10-* 0630 ` 0094 
0,05 1,18 ,10-2 | 117.1073 | 1,00.10-+ 0619 — 0094 


Tag $0 e 


1% Ovalb ymin ag 





25 * 
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Im folgenden sind gleich die entsprechenden Tabellen XIX und XX 
mit 2,32 proz. Ovalbumin angeschlossen. 


Tabelle XIX (Abb. 15). 
2,32proz. Ovalbumin + H,SO,. H-Aktivitáten. 





nH,so,  *=EMkin Volt | 








0,000 0,5637 
0,005 0,5100 
0,01 0,4777 
0,02 0,4311. 
0,03 0,4040 
0,04 0,3895 
0,05 0,3805 


pan ou CH geb. = NAIb. SO; 
4,8228 150.103 | — 
3,9002 1,26. 1074 4,97 . 10-3 
3,3425 454.10 — 942.10- 
2.5405 2,88 . 1073 1:60. 1071 
2.0741 8.43 . 10-3 1.75 . 10-2 
18228 — 1⁄60.10-2 1,70. 10-: 
1.6696 2,14. 10-2 1,66 . 10-: 


Tabelle XX (Abb. 15). 
2,32proz. Ovalbumin + H,SO,. Leitfähigkeitskoeffizienten. 
































nie, bi Ban | Le Be | pm 
0,005 | 3.09.10 | 565.10-- 254.10-+ 0,435 | 0,393 
0,01 6,36.10-4 | 201.10  435.10-4| 0430 0355 
0,02 1,89 ,10-3 | 128.10-3 Gin. Win) 0,496 0,294 
0,03 4.17.10-3 | 375.10-8 | 420.104 056 — 0.185 
0,04 6,92.10-3 | 6,69.10-3 | 2,30.10-* 0572 ' 0,10% 
0,05 9,34.10-3 | 9,37.10-3 |—0/03,10-4; 0,565 0.014 


_ _ 232 % Ovalbumin à HrS0y 





Abb. 15. 





Betrachten wir nun die Kurve 
der H-Bindung oder des gebildeten 
Protein-SO,, so fällt auf, daß sie 
mit steigendem Säurezusatz durch ein 
Maximum geht (zwischen 0,03n und 
0,04n H,SO,), um dann deutlich ab- 
zusinken. Diese Erscheinung findet 
sich bei näherem Besehen bereits bei 
l proz. Ovalbumin + HCl und noch 
stärker bei 2,23 proz. Ovalbumin 
+ HCl und ist in den entsprechenden 


Abb. 5 angedeutet. In letzterem Falle sollte die Bindungskurve noch 
weiter ansteigen, erwartungsgemäß bis zum 2,32fachen des Wertes von 
1 proz. Ovalbumin. Statt dessen tritt das Absinken ein. Es ist bei 
H,SO, nur deutlicher ausgesprochen und bei H,SO, + 2,32 proz. Ov- 
albumin am stärksten bemerkbar. 

Die streng tatsächliche Beschreibung dieser Erscheinung kann 
nur lauten, daß unter den gegebenen Umständen, das ist bei An- 
wesenheit von Proteinsalz neben freier Säure, mit steigender Konzen- 
tration der letzteren höhere als die erwartungsgemäßen H-Aktivitäten 
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gemessen werden. Hält man an der angegebenen Berechnungsweise 
fest, die auf der angenommenen Konstanz der H-Aktivität von fay 
auch in der Mischung von Proteinsalz mit der Säure gegründet ist, 
dann kommt man zu den Bindungskurven mit einem Maximum. Eine 
Deutung als abnehmende Bindung der Säure führt jedoch zu folgenden 
Unwahrscheinlichkeiten: 1. Daß mit höherem Säuregehalt schließlich 
weniger basischer N mit der Säure reagieren würde als bei niederen 
und 2. daß die praktisch ebenso starke H,SO, mit weit weniger basischen 
Valenzen des Eiweiß in Reaktion treten müßte als die HCl. Beide 
Folgerungen lassen sich mit unseren Vorstellungen vom chemischen 
Verbindungstypus des Proteins mit Säuren schwer in Einklang bringen. 


Auf Grund anderweitiger Untersuchungen am Institute möchten 
wir es auch für weniger wahrscheinlich halten, daß etwa durch sekundäre 
Veränderungen im Eiweiß bei höherem Säurezusatz H-Ionen freigesetzt 
werden, welche die gemessene H-Aktivität steigern und eine geringere 
H-Bindung an das Eiweiß rechnerisch ergeben würden. Es handelt 
sich hier um eine vielleicht nur scheinbare Erhöhung des Aktivitäts- 
koeffizienten der Säure. In der Tat genügt in 0,05 n H} SO, + 1 proz. 
Ovalbumin eine Erhöhung des Aktivitätekoeffizienten der H,SO, fay, 
von 0,641 (Tabelle XVI) auf 0,6861), um hier die Umbiegung der 
Bindungskurve des H nicht nur zum Verschwinden, sondern auch 
um sie auf die Höhe der bei HCl ermittelten Bindung zu bringen. Be- 
züglich weiterer Untersuchungen dieser Erscheinung muß auf die 
folgende Mitteilung verwiesen werden. 


Die Messung der Leitfähigkeit in der Mischung Säure-Eiweiß k" 
kann, wie angeführt, dazu dienen, ein gewisses Bild von dem Leit- 
fähigkeitsanteil des Proteinsalzes zu gewinnen, indem man EI! sich 
in zwei Anteile zerlegt denkt, in den der freien Säure bo. so , und des 
Eiweißsalzes k'". Zu diesem Zwecke wird die Voraussetzung eingeführt, 
daß die freie Säure sich nahezu so verhält, als ob sie allein vorhanden 
wäre, während alle Abweichungen, die die Mischung zeigt, zur Gänze 
dem Proteinsalz zugeordnet werden. Das bedeutet die Übernahme 
der Koeffizienten f, und fi der reinen Säure auch für die Säure in der 

I 


u 


Mischung. In der Formel kh, so, = QH - y . 430 . 107 3% ¡ist bei gegebenem 
a 
go der Quotient e entscheidend. Die eben erórterte Ánderung von fay 
H 


in den hóheren Sáurekonzentrationen im Sinne einer Aktivierung 


1) In dieser Berechnung wurde überdies der Aktivitátsunterschied 
von HCl und H,SO, berücksichtiet und auf die Bindung in einer mit 
0,05 n H,SO, in der Aktivität übereinstimmenden HCI-Konzentration 
bezogen. 
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dürfte mit einer gleichartigen Erhöhung von f, einhergehen. so da. 
wir von einer Korrektur des Quotienten fu; in der Formel fúr ku, Sr 


absehen konnten. Die Kenntnis von ky,so, führt zu dem Werte E" 
Da ein symbater Verlauf der Aktivitäts- und Konduktivitätskurve zı 
erwarten ist, so gibt auch die Darstellung von ET (Abb. 14) den Gan: 
der Aktivität des Proteinsalzes wieder. Die Maximumbildung und der 
nachträgliche Abfall sind hier sehr deutlich zu erkennen. Sie finden 
sich ebenso bei dem 2,32 proz. Ovalbumin. (Abb. 15.) 


Es scheint nun, daß in diesen beiden Ovalbuminkonzentratione: 
bei der Bildung des Proteinsulfates infolge der gesteigerten elektr:- 
statischen Wechselwirkung mit den SO,-Ionen das Aktivitäts-(Leit- 
fáhigkeits-)optimum in sehr nahe beieinander liegenden Konzen- 
trationen erreicht wird. Die beiden Fälle sind wohl dadurch unter- 
schieden zu denken, daß für l proz. Ovalbumin schon in niedriger". 
Säurezusätzen hohe Wertigkeit der Proteinionen bei einer kleineren 
Anzahl derselben, in 2,32 proz. Ovalbumin eine größere Zahl von Protein- 
ionen von zunächst geringerer Wertigkeit erreicht wird. Dadurct 
werden wohl die ionalen Konzentrationen in beiden Fällen und dam 
die Steilheit des Anstieges von k' im Sinne einer Angleichung be- 
einflußt. Steigt dann bei dem höheren Ovalbumingehalt mit wachsenden 
Säurezusatz die Proteinionenbildung weiter an, so wird dafür auf der 
anderen Seite in der niederen Proteinlösung ein rascher Anstieg der 
freien Säure mit ihren SO,-Ionen erfolgen, und auch dieser Umstanı 
wird insbesondere im abnehmenden Teile der Konduktivitätskurve 
die Unterschiede von 1 und 2,32 proz. Ovalbumin verringern. Sowohl 
in bezug auf die Lage des Maximums als auf den Verlauf der Kon- 
duktivität (Aktivität) des Proteinsalzes werden unter diesen Umständen 
trotz der verschiedenen Proteinkonzentration relativ geringe Differenzen 
hervortreten, wie dies der Vergleich der Abb. 14 und 15 (k'"-Werte) mit 
den entsprechenden bei der Salzsäure (a bzw. E", Abb. 3 und 5, 
noch besser Abb. 10) anzeigt. 


Es ist nun wiederum in hohem Maße bemerkenswert, daß sich die 
hier gefundenen Verhältnisse auch in den Viskositäten widerspiegeln. 
In der folgenden Tabelle XXI und der 
zugchörigen Abb. 16 kommt die nahe 
Übereinstimmung in der Lage und 
Höhe der Maxima deutlich zum Aus- 





shantih vaa Orale WAR 


ARES druck. Die sanfte Erhebung der Rei: 

Abb. 16. bung nach ihrem Abfall ist lediglich 
auf die merkliche Viskosität der freien H,SO, zu beziehen, deren 
Korrektur leicht angebracht werden kann. 
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Tabelle XXI (Abb. 16). 
Relative Reibungen von Ovalbumin + H,SO,. Temperatur = 25°C. 











1 proz. Ovalbumin i 2,32 proz. Ovalbumin 
I n EE 
H, SO, ' t = Durchstrómzeit | Í _ n ts Durchströmzeit t _ n 
in 1¡5 Sek. | go — I in 1/, Sek. ° — 
om ` `, 630,0 | 1028. ` 667 1,088 
0,005 638,0 | 1040 ' 680 | 1,108 
0,01 | 639,5 102 | 680 1,108 
0,02 | 649,0 | 1,058 695 | 1,133 
0.03 6870 1038 | 676 uo 
004 ` ` 6380 1037 681 co Y 
0.05 i 640,0 1,044 , 682 | 1,112 





Vergleicht man zum Schluß die Viskositätseffekte von HCl und 
H,SO, auf Ovalbumin, so sieht man, daß im ersteren Falle sowohl 
bei 1,01 proz. als auch bei 2,32 proz. Eialbumin die Reibung steiler 
und zu einem fast doppelt so hohem Maximum ansteigt, und daß hier 
zugleich die Verschiebung des Maximums mit der Proteinkonzentration 
eine sehr erhebliche, wenn auch weniger als proportionale ist. Der 
sanftere Anstieg, das niedrigere Optimum und dessen jedenfalls geringe 
Verschiebung mit der Proteinkonzentration beim Proteinsulfat würden 
wiederum dessen stärkerer Inaktivierung durchaus entsprechen. 

Man kann nun auch versuchen, einen Überblick über die Reaktion 
der Phosphorsäure mit Eiweiß zu gewinnen. Zunächst wurden einige 
Bestimmungen an der reinen Orthophosphorsáure ausgeführt, die 
durch Titration und den Vergleich mit den Leitfähigkeitswerten von 
Kohlrausch definiert wurde. Im folgenden (Tabelle XXII) sind neben 
der analytischen molaren Konzentration die gemessenen Aktivitäten 
verzeichnet. Ihre Werte zeigen, daß in 1,33 . 1073 mol. nicht einmal 
das erste H-Ion vollständig dissoziert oder aktiviert erscheint, und daß, 
wie allgemein angenommen, in dieser und den höheren Konzen- 
trationen nur die Dissoziation als einbasische Säure in H* und H,PO; 
gerechnet werden muß. Berechnet man das Verhältnis der gemessenen 
Aktivität zur Molarität, so erhält man Aktivitätskoeffizienten (im 
weiteren Sinne), deren für eine einbasische Säure beträchtliche Abnahme 
mit der Konzentration anzeigt, daß hier schon für das erste H ein 
mittelstarker Elektrolyt mit einem Dissoziationsgleichgewicht vorliegt. 
Die ermittelten Aktivitätskoeffizienten stimmen recht gut mit den 


Leitfähigkeitkoeffizienten überein, so daß der Quotient A praktisch 
a 


gleich 1 gesetzt werden kann. Es kónnen demnach aus den H-Be- 
stimmungen im Säure-Eiweißgemisch die Leitfähigkeit der freien 
Säure ku po, und aus der gemessenen Leitfähigkeit E" die Differenz 
ET = k'— kos d.i. die Leitfähigkeitskurve des Proteinsalzes, 
abgeleitet werden. 
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Im folgenden seien zunächst in Tabelle XXII die Bestimmungen 
an der reinen HPO, wiedergeben. 




















Tabelle XXII. 
H,PO.. 

| a | | | a s Get 
mH, PO, | x=EMKinVolt | paj | aH | Ja! nach Kohle 
= Er i r e aA Ny a ET u E = ep Wa sy | di 
0,0022 | 0,4389 ° 26747 x 211.10-3 | 099 0806 
0,0044 0.4285 2,4957 | 319.103 ' 0,725 0.704 
0,0089 | 0,4167 : 2,2926 ` 5,11.10-3 | 0,630 0.625 
0.0133 0.4083 2.1480 | 7,12.10-3 0,535 = 
0.0178 0,4022 20418 | 910.10-3 | 0511 Ss 
0,0220 0.3971 19552 | 111. 10-2 0,505 = 
0.0400 03834  : 17194 ` 191.102 ' 0478 = 
0.0533 03765 ` 16006 | 2.51.10 041 ` = 


In der nächsten Versuchsreihe (Tabelle XXIII) sind die Aktivitäten 
aj und Leitfähigkeiten k" der Phosphorsäure-Eiweißmischung, sowie 
die abgeleiteten Leitfähigkeiten des Proteinsalzes allein E für 
1,01 proz. Ovalbumin angeführt. 


Tabelle XXIII. 
1,01proz. Ovalbumin + H ro 






































"lo PO, | 7 = EMK in Volt | pa | a H . ` En 
| e Sg e 
0,0022 | 04950 3,6408 | 2,29. 10-4 | 1,80. 10- 211.10 
i ? : 3 3 I 
0.0044 0,4660 3,1412 | 7.22.10- | 4,52.10-* | 1,78.10-* 
0.0089 | 0,4352 | 26110 | 245.103 111. 10-3 L 
0,0133 04240 | 24183 | 382.10-8 | 1,75.10-3 | 3,00.107* 
0,0178 | 0,4138 | 2,2427 | 5,72. 1073 | 232. 10-3 e 
0,0220 0,4080 | 21429 | 7,20.10°3 | 288.10-3 1,4 .l0-4 
0,0400 ` 0,3913 | 1,8555 | 140.102 : 5,12.10-3 24 Ju: 
0.0533 0,3847 17418 | 181.10-2 | 689.10-3 20 .107* 
Tabelle XXIIla. 
1,01 proz. Denn H Ha PO, Viskosität. 
u RSC AN a en ES Eer = Er a AS 
Maa E SN 1 we 0,0220 E 0,0400 | 00533 
a 2006 m 642 641 640 
en | 108 1054 | 1054 | 1053 1051 


LA 


Man darf nach den früher mitgeteilten Beobachtungen annehmen, 
daß sich beim Proteinsalz in der Leitfähigkeitskurve k'' auch der 
allgemeine Gang seiner Aktivität gut wiederfindet, so daß in Fällen, 
wo eine Bestimmung von a!!! nicht möglich ist, die k'"-Werte einen 
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guten Anhalt für den Verlauf der Aktivität geben. In der beistehenden 
Abb. 17 sind die k''-Werte von Proteinchlorid-Sulfat und -Phosphat, 
letztere auf die Konzentration m bezogen, dargestellt. Zum Vergleich 
sind die Viskositätskurven der drei Säure-Proteinmischungen für 
1,01 proz. Ovalbumin daneben gesetzt (Abb. 18). 





2 
n ACI, Ar, Be 
m Ar Ze 


Abb. 18. 





Die Übereinstimmung des Ganges der Konduktivität (Aktivität) 
und Viskosität tritt darin deutlich zutage. 

Über die Proteinsalzbildung mit verschiedenen Säuren sind nach 
den älteren Versuchen von Pauli und M. Hirschfeld 1) in neuerer Zeit 
Versuche von J. Loeb?) gemacht worden, denen er eine grundsätzliche 
Wichtigkeit zuschreibt. Danach führen äquivalente Mengen von HCl und 
H,SO, sowie äquimolare von H,PO, zu dem gleichen po bei Zusatz zu 
derselben Menge von Albumin. Daraus wird geschlossen, daß sich hier 
die gleichen Mengen Proteinsalze gebildet haben. Damit soll erst der 
Beweis für die rein chemische Natur der Proteinreaktion mit Säuren 
erbracht sein. Nach diesen Versuchen würden im Säure-Eiweißgemisch 
in den angeführten Fällen bei dem Säurezusatz n die Menge des ge- 

TH 

bildeten Proteinsalzes, das sich aus n — A berechnet, gleich sein müssen. 
Da nun n und die H-Aktivität aj, bei diesen drei Säuren in Loebs An- 
ordnung gleich angegeben werden, so könnte dies nur bei gleichem 
Aktivitátskoeffizienten dieser Säuren stimmen. Nun sind diese in 
Wirklichkeit ungleich, daher kann der Satz von Loeb theoretisch nicht 
zutreffen, er wird nur in sehr niedrigen Konzentrationen und infolge 
der ungenauen Methodik annähernd stimmen, soweit hier die fa-Werte 
der verschiedenen Säuren noch wenig von 1 abweichen. Irgend eine 
besondere prinzipielle Beweiskraft für die längst auf Grund der Bindungs- 
verháltnisse angenommene chemische Natur der Sáure-Proteinkombina- 
nationen kommt dem kleinen Ausschnitt aus den Erfahrungen in den 
Loebschen Versuchen nicht zu. Auch die schönen Untersuchungen 
von Hoffman-Gortner (1. c.) an Protein-ionen sprechen in dem gleichen 
Sinne wie unsere Ergebnisse. 





1) Diese Zeitschr. 
2) l.c., Das kolloidale Verhalten der Proteine, J. Springer, 1924. 
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VII. Optische Drehung der Säureproteine. 


Im Jahre 1910 haben Pauli und M. Samec 1) mitgeteilt, daß das 
Seralbumin bei der Bildung von Salzen mit Säuren und Basen eine 
oft beträchtliche Erhöhung seiner optischen Drehung erfährt. Diese 
ist bei verschiedenen Basen im allgemeinen abhängig von ihrer Disso- 
ziationskonstante, bei verschiedenen Säuren in charakteristischer 
Weise von der Natur des Anions, ohne erkennbaren direkten Zusammen- 
hang mit der Wertigkeit und Säurestärke, bestimmt, und zwar in ganz 
ähnlicher Weise wie die Reibungserhöhung, nur kommt es bei der 
Drehung nicht zu einem Abfalle mit steigendem Säurezusatz. Hier 
sollen zunächst die Verhältnisse beim Albuminchlorid betrachtet 
werden. Da Versuche mit reinstem Seralbumin nicht existieren, sei 
zugleich ein solcher mitgeteilt. 

Die Bestimmungen sind anfangs mit einem kleineren, später mit einem 
großen Apparat von Schmidt und Hánsch und einem spektralen Mono- 
chromatisator ausgeführt, die einzelnen Ablesungen auf mindestens 0,01° 
genau. 

Tabelle XXIV (Seralbumin + HCl), eme (Abb. 19). 
Ge EE lproz. Seralbumin + HCl. Temp. = 20°C. 


no 000 | oo | oo 0,03 | 004 0,05 
a0 oan | 0,892 | 0046 | 0948 0,955 0,945 


Wie die Abb. 19 anschaulich vor- 
führt, welche zum Vergleich das niba 
wiedergibt, besteht eine befriedigende 
Übereinstimmung im allgemeinen 
Gange der Drehungssteigerung von 
Seralbumin mit der Proteinsalz- 
bildung, nicht aber, wie bei der 
Viskosität, mit dem Gange der 
Aktivität?2). Diese Beziehung war 
schon auf Grund der älteren Messungen für die Salzbildung 
beim Albuminchlorid abgeleitet worden. 


Analoge Untersuchungen, welche den Vergleich von optischer 
Drehung und physikalisch-chemischen Eigenschaften anstreben, scheinen 


1) Diese Zeitschr. 62, 245, 1914. 

2) Ein Vergleich mit dialysiertem 1,043 proz. PB-Serum in dem Versuch 
von Pauli-Samec (l.c.) zeigt, daß dieses mit 0,05n HCl eine Drehungs- 
steigerung um 0,53° erfährt, während unser reinstes Seralbumin von der- 
selben S-Konzentration nur um 0,29% erhöht wird. Dieser Unterschied 
muß wohl der starken Globulinbeimengung in den älteren Versuchen 
zugeschrieben werden. 





SEH 19, 
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bei den Salzen des Ovalbumins nicht ausgeführt worden zu sein. Sie 
zeigen hier ein in jeder Hinsicht vom Seralbumin verschiedenes Bild. 


Tabelle XXV. 
Optische Drehungen. Temperatur = 20°C. 








SE? hiwa EE ee ee EE 
win | ap v-1proz. |ap v.232proz.| ap v.lproz. aj) v-232 See mH,PO | ech 
Ovaib. + H2 SO, Ovalb. + H2SO4' af D 




















der Säure || Ovalb. + HCI | Ovalb. + HCI | 

0,000 0,37 0,850 0,3749 | 085° | 0,0022 | 0,454 
0.005 041° 0,890 04150 ' 100 | 00044 | 0412 
0.01 0,380 0,880 0,419 | 0890 0.0133 | 0,405 
0,02 0,3760 0,920 0,400 | 0,830 0,0220 | 0,370 
0.03 0.350 — 036% | 082 0,0400 | 0,422 
0.04 0,410 0,860 0,429 | 08040 | 0.0533 | 0,452 
0.05 0.389 1120 036 ; 082 | — |> 


Wie die zugehörige Abb. 20 | 
erkennen läßt, besteht nur eine i ` Sale 
sehr geringe, unregelmäßig, aber re- | r 
produzierbar verlaufende Drehungs- 
beeinflussung durch die Salzbildung 
beim Proteinchlorid, die keinerlei 
Beziehung zum Gange der letzteren, 
also der H-Bindung erkennen läßt. 
Der Unterschied gegen Seralbumin 
wird auch erkennbar, wenn man das 
Verhalten gegen H,SO, vergleicht, 
das beim 1,01 proz. Ovalbumin mit 
dem gegen HCl in bezug auf die Drehung übereinstimmt, während 
es beim Seralbumin bei beiden Säuren einen gewaltigen Unter- 
schied zuungunsten der Schwefelsäure aufweist. In höheren Ov- 
albuminkonzentrationen (2,32 proz.) zeigte die H,SO, in 0,005n ein 
kleines Maximum, dann Abfall der Drehung bis zur Konstanz von 
0,02n an. In niederer Konzentration des Eiweißes rückt das niedrigere 
Maximum gegen 0,0025n. Ein flacheres Maximum der Drehung tritt 
bei Phosphorsäure auf. Die beim Seralbumin erkennbaren Beziehungen 
zwischen Drehung und Viskosität in verschiedenen Säuren finden sich 
beim Ovalbumin nicht. Die Beobachtungen bedürfen noch weiterer 
Ergänzung. 








VIII. Zusammenfassung. 


Sobald man, wie dies in den hier mitgeteilten Untersuchungen 
geschieht, Kombinationen von Eiweiß mit Säure in größerer Konzen- 
tration betrachtet, in denen also ein merklicher Überschuß der Säure 
neben dem gebildeten Proteinsalz vorliegt, dann muß im Sinne der 
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neueren Theorie die Trennung der betreffenden Abweichungs- 
koeffizienten fa, fa, fo vorgenommen werden. Das ist in unseren Ver- 
suchen für die Aktivität und die Leitfähigkeit geschehen und die Be- 
rechnung z. B. für die Kombination HCl und Albumin zeigt, daß ohne 
Rücksichtnahme auf die Verschiedenheit von f, und f, sehr erhebliche 
Fehler gemacht werden. 

Die Zugrundelegung des bekannten Schemas von Hardy-Paul:, 
welches im Gegensatz zu B. T. Robertson die Reaktion der Eiweiß- 
körper mit Säuren nach dem Typus von Ammoniumsalzen COOHRNH, 
+ HCl —> COOHRN H; .CI darstellt, leitet notwendig zu der Annahme, 
daß die Proteinsalze mit Säuren gleich den Ammoniumsalzen als starke, 
also im Sinne der Lehre von Bjerrum vollständig dissoziierte Elektrolyte 
anzusehen sind. Diese Annahme führt auch in der Tat zu einer in sich 
widerspruchslosen Wiedergabe der Versuchsresultate. In diesen konnte 
man mittels plausibler Voraussetzungen vorerst zu einer Bestimmung 
des maximal gebundenen H, also zur Kenntnis der Normalität, und bei 
bekanntem Molekulargewicht der jeweiligen mittleren, sowie der maxi- 
malen Wertigkeit des Proteinions!) gelangen. Diese Berechnung war 
nur beim Ovalbumin unter Zugrundelegung von Sörensens Bestimmungen 
seines Molekulargewichtes mit rund 40 für die maximale Wertigkeit 
des Proteinions im Chlorid möglich. Berechnet man nach den vor- 
liegenden Angaben von Osborne und Harris sowie von W. Hausmann °), 
die den Diamino-N des kristallisierten Ovalbumins mit 3,3 bzw. mit 
3,2 Proz. des Gesamtstickstoffs beziffern, unter der Annahme, daß die 
Hälfte des Diamino-N zur Verkettung dient, den Rest als seiten- 
ständigen N, so würden rund 39 seitenständige Diamino-N auf ein 
Molekül Ovalbumin kommen, in auffallend naher Übereinstimmung 
mit der von uns gefundenen maximalen Wertigkeit 40 des positiven 
Albuminions. 

Ferner konnte die Aktivität (in bezug auf die Chlorionen) und 
die Konduktivität des Proteinsalzes in seiner Mischung mut Säure 
abgeleitet werden. Als wichtigstes Resultat dieser Bestimmungen und 
Ableitungen können die folgenden Sätze betrachtet werden: 

l. Die Aktivität des Proteinsalzes geht mit steigendem Säure- 
zusatz durch ein Optimum, um dann schließlich stark abzufallen. 

2. Die Konduktivitát des Proteinsalzes zeigt denselben Gang 
wie die Aktivität mit Maximum und Abfall im Säureüberschuß. Die 


1) Einen?interessanten und geistvollen Versuch zur Berechnung der 
mittleren Wertigkeit der Protein-ionen aus dem py, hat K. Linderstroem-Lang 
(C. R. Labor. Carlsberg 15, Nr.7, 1924) ausgeführt und zur Verwertung 
der bekannten Versuche S. P. L. Sórensens am Fialbumin benutzt. 

2) Vel. Plimmer-Matula, Die chemische Konstitution der FEiweiß- 
körper. S. 64. Dresden, Theodor Steinkopff, 1914. Daselbst Literatur. 
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K- und A-Kurve des Proteinsalzes liegen unter den gemachten An- 
nahmen fiir die Proteinionenbeweglichkeit sehr nahe beieinander. 
Die erstere etwas oberhalb der letzteren. 

Die Untersuchung der Viskosität gab einen übereinstimmenden 
Gang der Viskositáts- und Aktivitátskurve. Die Reibungserhóhung 
erscheint an die aktiven Proteinionen, die Abnahme der inneren 
Reibung an die fortschreitende Inaktivierung gebunden. 

Aus diesen Beobachtungen ist zu entnehmen, daß eine charak- 
teristische physikalisch-chemische Eigenschaft des Proteinsalzes, die 
Aktivität, mit steigendem Säurezusatz durch ein Optimum geht und 
darauf wieder absinkt Damit erscheint zugleich der Gang einer anderen 
physikalischen Größe, derViskosität, bestimmt. Daesin unseren Lösungen 
ausschließlich frei diffusible Ionen gibt, so fehlt die Grundbedingung für 
ein Donnansches Verteilungsgleichgewicht derselben. Aufeinsolches hatte 
jedoch Loeb die charakteristischen Kurven derViskosität bezogen, die den 
gleichen Gang zeigen wie der osmotische Druck beisteigendem Säurezusatz. 
Loebs Berechnungen der osmotischen Drucke auf Grund des Donnan- 
schen Gleichgewichtes geben ähnlich verlaufende, wenn auch mit einem 
bestimmten Gang von den gemessenen abweichende Werte. Dies beruht 
auf der passenden Wahl der Größe z für die ,,mit dem ionisierten Protein 
verbundenen Cl-Ionen“. Eine korrekte Berechnung müßte zunächst 
für die Gleichgewichte die Aktivitäten und für die Berechnung des 
osmotischen Effektes die osmotischen Koeffizienten einführen. Aber 
das ganze Gebiet des osmotischen Druckes der Kolloide muß auf eine 
neue Grundlage gestellt werden durch den Nachweis des Hammarsten- 
Effektes!) bei starken Volumdifferenzen der Ionen, wodurch der osmotische 
Druck (bestimmt durch A, also ohne Donnan-Effekt) sogar unter die 
meßbare Aktivität der kleinen Ionen sinken kann. Es ist nach unseren Er- 
gebnissen auch fraglich geworden, ob nicht auch der Versuch von Procter 
und Wilson (l.c.) die Quellungsvorgänge des Glutins in Säure aus 
Donnan-Gleichgewichten zu erklären, von denen Loebs Vorstellungen 
ihren Ausgang genommen haben, wie wir glauben möchten, nur einen 
sekundären Vorgang zum Fundament ihrer Theorie macht. 

Nach unseren Versuchen ist wohl die physikalisch-chemische 
Änderung des Proteinsalzes selbst mit ihrem charakteristischen Gange 
in den Mittelpunkt zu stellen. Dadurch werden die davon abhängigen, 
wenn man will kolloidalen Eigenschaften von jedem Donnan-Gleich- 
gewicht losgelóst, wie dies auch nach den Bedingungen ihres Auftretens 
bei vollständig freier Diffusibilität aller vorhandenen Ionen der Fall 
sein muß. Der Gegensatz zu den Anschauungen Loebs wird am besten 
durch die Zusammenfassung seines Standpunktes im Vorworte seines 


1) Diese Zeitschr. 144, 383, 1924. 
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Buches gekennzeichnet. ‚Es wird in diesem Buche der Nachweis 
geführt, daß diese kolloidalen Eigenschaften der Eiweißkörper sich 
auf einen bestimmten elektrostatischen Gleichgewichtszustand zurück- 
führen lassen, der ensteht, wenn die großen Eiweißionen nicht imstande 
sind, durch Membrane und Gele zu diffundieren, welche für kleine 
kristalloide Ionen leicht durchgängig sind.“ 

Im wesentlichen unterscheiden sich die in unseren Ausführungen 
vertretenen Anschauungen von den älteren auf Grund der klassischen 
Dissoziationstheorie entwickelten Vorstellungen Paulis darin, daß 
nunmehr an die Stelle der Ionisationszurückdrängung die Inaktivierung 
tritt, wie dies dem ganzen Zuge der heutigen Entwicklung der Lehre 
von den starken Elektrolyten entspricht. Zwischen Inaktivierung 
und Bildung einer festen Assoziation wird ein stetiger Übergang an- 
zunehmen sein, was auch N. Bjerrum in seiner programmatischen 
Arbeit am Chromoxydsol !) tut, und so sehen wir in der Tat in 
unseren Versuchen die Inaktivierung zeitlich in die Eiweißfällung 
im Säureüberschuß übergehen. Es wäre aber nicht den Tatsachen 
entsprechend, in unserem Falle in der Inaktivierung mehr als eine 
der Voraussetzungen für die Fällung zu erblicken. Über den Eintritt 
der letzteren entscheiden nämlich nicht allein die physikalischen 
Bedingungen der Inaktivierung. Die einbasische Trichloressigsäure 
ist der Salzsäure in bezug auf die Eiweißflockung weit überlegen, 
während die gleichfalls einbasisch funktionierende Orthophosphor- 
säure viel stärker als HCl inaktiviert, ohne deren Fällungsvermögen 
selbst in der mehrfachen Konzentration zu erreichen. Diese Beispiele 
ließen sich leicht vermehren, und sie zeigen, daß hier konstitutive 
Änderungen im Eiweißmolekül, wie vor allem Umlagerungen, mit- 
wirken können, die sich auch im Gange der optischen Aktivität 
sowie in der verschiedenen Reversibilitát der Säurefällungen ausprägen. 
Diese Verhältnisse, die einer weiteren Prüfung unterzogen werden, und 
die auch durch die konstitutiven Arbeiten an Proteinen in den letzten 
Jahren, insbesondere von N. Troensegaard und M. Bergmann, eine 
neue Beleuchtung erfahren, darf auch eine Untersuchung der Protein- 
salze vom physikalisch-chemischen Standpunkte nie aus dem Auge 
verlieren. 


1) Zeitschr. f. physik. Chem. 110, 656, 1924. 





Die schnellste Mikromethode der Stickstoffbestimmung. 


Von 
A. Kultjugin und E. Gubareff. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Staatlichen Universität in 
Saratow.) 


(Eingegangen am 21. August 1925.) 


Die Bestimmung des Stickstoffs in sehr kleinen Mengen ist für 
Biologen und Kliniker bei den oft recht kleinen Mengen Versuchs- 
materials, wie z. B. Blut, von ganz besonderem Interesse. In neuerer 
Zeit sind verschiedene Modifikationen des Mikrokjeldahls aufgetaucht, 
wie Bang (1), Wong (2), Gradwool und Blaivas (3), Acél (4) u.a. Die 
Methode von Acél ist wohl als die einfachste in bezug auf die Apparatur 
und Schnelligkeit der Ausführung zu bezeichnen. Bei näherer Prüfung 
dieser Methode zeigte sich jedoch eine wesentliche Fehlerquelle; 
Parallelversuche ergaben recht verschiedene Werte. Bei Bestimmungen 
mit Lösungen bekannten Stickstoffgehalts von Harnstoff und Alanin 
konnten wir für gewöhnlich einen Verlust an Stickstoff feststellen. 
Dieses Defizit konnte durch die Veränderung der Veraschungsdauer 
nicht gänzlich vermieden werden. 

Nach unserer Annahme konnte dieses Defizit entweder durch 
mangelhafte Veraschung (zu kurze Verbrennungszeit), oder durch 
Zersetzung und Verlust an Ammonsulfat (bei längerer Verbrennungs- 
dauer) entstehen. 

Eine Zersetzung von Ammonsulfat beim Arbeiten nach Acel konnte 
von uns wirklich durch folgenden Versuch festgestellt werden. Das 
Veraschungsrohr wurde mit einem durchbohrten Kork verschlossen; 
durch den Kork führte ein dünnes Rohr, dessen ausgezogenes Ende 
in verdünnte Schwefelsäure tauchte. Schon nach 2 bis 3 Minuten 
langer Verbrennung des Ammonsulfats konnte in der auffangenden 
Schwefelsäure mit Nesslers Reagens Ammoniak nachgewiesen werden. 
In der Kontrolle — Verbrennung der Schwefelsäure ohne Ammon- 
sulfat — wurde kein Ammoniak gefunden. 

Der Verlust an Ammonsulfat beim Arbeiten nach Acel wurde 
quantitativ in folgender Weise verfolgt. In vier Jenaer Reagenzgläser 
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wurden zu je 0,5 cem Ammonsulfatlösung (entsprechend 0,0352 mg N. 
abgemessen, 0,5ccm konzentrierter Schwefelsäure zugegeben und 
bei verschiedener Zeitdauer verascht. Die Resultate sind aus Tabelle I 
zu ersehen. 























Tabelle I. 
ES ' Veraschungss : u Stickstoff in mg o Stickstoffverlust Oe 

Nr. | dauer REF ER = = === 

Minuten  abgemessen gefunden mg | Proz. 
1 0 0,0352 0,0352 0,0 0,0 
° 2 00352 , 0,0259 0,0057 16,2 
3 7 0,0352 0,0187 0,0165 46.9 
4 15 | 0,0352 0,0088 0,0264 76.3 





Inwiefern das Defizit an Stickstoff von ungenügender Veraschung 
abhängt, ist aus Tabelle II ersichtlich. 








Tabelle II. 
Veraschungs» ` Stickstoffgehalt, gefunden, in mg 

dauer Bes i 

Minuten Harn | Alanin Blutserum | Milch 

0 0,0191 | 0,0015 | 0,0052 0,0033 
0,25 00827 | 00185 00171 0,0060 
0,5 0,0205 | 0,0225 - 0,0195 0,0080 
1,0 0,0186 | 0,0210 0,0185 0,0100 
2 | 0,0190 | 0,0164 | 0,0205 | 0,0095 
3 — | — | — 0,0098 


Die Veraschungsdauer ist von dem Erscheinen der ersten Schwefel- 
säuredämpfe an zu rechnen. 


Diesen Versuchen ist also folgendes zu entnehmen: 


1. Bei verschiedener Veraschungsdauer werden verschiedene 
Mengen Stickstoffs erfaßt. 

2. Diese Stickstoffmengen steigen bis zu einer gewissen Ver- 
aschungsdauer zu einem Maximum an, um dann wieder zu fallen. 

3. Bei einigen Stoffen, wie Harn und Alanin, wird dieses Maximum 
früher, bei anderen — Blutserum und Milch — später erreicht. 

Die Möglichkeit der Beseitigung des genannten Fehlers in Acels 
Methode sahen wir in der Anwendung eines ‚„Katalysators“ bei der 
Veraschung; letzterer mußte nach unserer Annahme das durch un- 
genügende Veraschung der stickstoffhaltigen Substanz einerseits und 
Verflüchtigung des Ammoniaks andererseits entstehende Stickstoff- 
defizit vermindern. Um dabei eine Hinzufügung neuer Reagenzien zu 
umgehen, entschlossen wir uns, als „Katalysator‘‘ Wasserstoffsuper- 
oxyd zu erproben. Es wurden daher die Stickstoffbestimmungen in den 
‘zur Aufstellung der Tabelle II gebrauchten Lösungen mit Wasserstoff- 
superoxyd wiederholt. Die Resultate sind in Tabelle III verzeichnet. 
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Tabelle III. 


— ———— e e a 


Veraschungss j Stickstoffgehalt, gefunden, in mg 
dauer AA 








Vergleicht man Tabelle II und III, so sieht man, daß: 

l. Bei Veraschung mit Wasserstofísuperoxyd das Maximum an 
Stickstoff schon nach 15 Sekunden erhalten wird; 

2. Die Bestimmungen mit Wasserstofísuperoxyd ergeben höhere 
Zahlen als ohne Anwendung desselben. 

Um die bei mit Wasserstoffsuperoxyd notwendige Verbrennungs- 
zeit genauer zu bestimmen, wurden Harnstoff-, Alanin- und Casein- 
lösungen innerhalb 15, 30 und 45 Sekunden verascht. Die aus vielfach 
wiederholten Versuchen erhaltenen relativen Stickstoffmengen sind 
in Tabelle IV angeführt. 


Tabelle IV. 
ni Harnstoff SS | Alanin | Casein m 
Sua ee ee ag 
15 Sek. | 30 Sek. A8 Sek 15 Sek. | 30 Sek. | 45 Sek. I 15 Sek. |: 30 Sek. | 45 Sek. 


100 | 912 oan 100 97,1 955 ` 100 ` 100,7 | 97,9 Proz. 


Wie aus dieser Tabelle zu ersehen ist, wird das Maximum an Stick- 
stoff bei einer Veraschungsdauer von 15 Sekunden erreicht. Dank 
diesem Umstande ist es möglich, die Veraschungen in gewöhnlichen 
Reagenzgläsern vorzunehmen. 

Bei paralleler Veraschung mehrerer (vier) Proben ein und der- 
selben Lösung ergaben sich Differenzen von höchstens 6,0 Proz. 

Um nun auch die mittlere Abweichung der erhaltenen Werte von 
der wirklichen zu ermitteln, wurden Lösungen von Harnstoff, Glykokoll 
und Asparagin (Kahlbaum) mit bestimmtem Stickstoffgehalt her- 
gestellt und verascht. Die Resultate sind in Tabelle V wiedergegeben. 

Was die Ausführung der Stickstoffbestimmung unter Verwendung 
von Wasserstoffsuperoxyd anlangt, so sind wir nach vielfachem Herum- 
probieren zu folgender Modifikation von Acéls Methode gekommen. 

In ein gewóhnliches Reagenzglas (180 x 18 mm) werden 0,5 ccm 
der zu untersuchenden Lösung abgemessen (Stickstoffgehalt etwa 0,02 bis 
0,05 mg) und 0,05 ccm konzentrierter Schwefelsäure hinzugegeben. Über 
einer Mikroflamme wird das Wasser verdampft bis zum Erscheinen 
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Tabelle V. 
< RN EF: Stickstoffyehalt o | SE 
) | Fehler KH Fehler 
x abgemessen ` gefunden | | 
BE, m A m | nm | [Pron 
Asparagin . . . . | 0,0404 0025 0,0021 + 5.2 
i ..... _ 00326 0,0345 0,0019 + 5.8 
Harnstoff . . . . 0,0245 0,0255 d 0,0010 Ä +45 
š ee, 0,0340 | 0,0340 ` 0,0 | 0,0 
Glykokoll . .. .. 0,0225 0,0207 | 0,0018 | — 80 
Ä een 0,0245 00237 `. 0,0005 | —2.1 


y 


von Schwefelsäuredämpfen. Nach einer sehr kurzen Abkühlung werden 
0,03 cem Perhydrol hinzugefügt, das Reagenzglas wird wieder erwärmt 
und nach Wiedererscheinen der Schwefelsäuredämpfe noch weitere 15 Se- 
kunden erhitzt. Nach dem Erkalten des Reagenzglases werden 15 cem 
doppeltdestillierten Wassers und 0,3ccm einer 50 proz. Natriumhydroxyd- 
lösung hinzugegeben und gut durchgeschittelt. Zum Schluß werden 
nun 0,5 cem des Nessler-reagens hinzugegeben und wieder geschúttellt. 
Dann wird zur kolorimetrischen Bestimmung des Stickstoffs geschritten. 
Zu diesem Zwecke wird in das Kontrollglas (vorangehende Veraschuny 
der Schwefelsäure und Perhydrol ohne zu untersuchende Substanz 
im Reagenzglas desselben Durchmessers) aus einer Mikrobürette nach 
und nach die Standardlösung (Ammoniumchloridlösung mit einem 
Gehalt von 0,05 mg Stickstoff im Kubikzentimeter) hinzugegeben, bis 
die Farbe des Kontrollglases ihrer Intensität nach der Farbe des Reagenz- 
glases mit der veraschten Substanz gleichkommt. Die Menge der 
zugefügten Ammoniumchloridlösung in Kubikzentimetern, multipliziert 
mit 0,05, ist gleich der Menge an Stickstoff in Milligrammen auf 0,5cem 
der zu untersuchten Substanz bezogen. 

Von der Anwendung der Seignettesalzlösung sind wir im Verlauf 
der Arbeit abgekommen. 

Die Kolorimetrierung kann man auch im Autenriethschen Kolori- 
meter ausführen. In diesem Falle ist die Bestimmung des Ammoniaks 
in der Kontrollprobe unbedingt nötig, da Perhydrol meistens Stickstoff 
‘enthält. 


Zusammenfassung. 


l. Beim Arbeiten nach Acels Originalmethode wird nicht aller 
Stickstoff bestimmt. 

2. Das Stickstoffdefizit kann zwei Gründe haben: Ungenügende 
Verbrennung bei zu kurzer, und Entweichen des Ammoniaks bei zu 
langer Veraschungszeit. 

3. Der Stickstoffverlust kann durch Anwendung von Wasserstoff- 
superoxyd vermieden werden (sehr kurze Veraschungszeit). 
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4. Die Methode mit Wasserstoffsuperoxyd gibt genauere Resultate 
als ohne Wasserstoffsuperoxyd. 

5. Bei Stickstoffbestimmungen in genau zubereiteten Lósungen 
von Harnstoff, Alanin und Asparagin betrug der mittlere Fehler an 
+- 4,3 Proz. 

6. Die Veraschung unter Anwendung von Wasserstoffsuperoxyd 
kann in gewöhnlichen Reagenzgläsern vorgenommen werden, was für 
die Handlichkeit dieser Methode jedenfalls nicht ohne Belang sein dürfte. 


Literatur. 
1) I. Bang, Mikromethoden der Blutuntersuchungen. — 2) Wong, 
The journal of biologie. chemistry ap, 431, 1923. — 3) Gradwool and 


Blaivas, The journ. Amer. med. assoc. 67, II, 809, 1916. — 4) D. Acél, 
diese Zeitschr. 121, 120, 1921. 
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Zur Frage über die Isolierung der Perhydridase 
(Schardinger-Enzym) der Milch. 


Antwort an die Herren Hopkins und Dixon. 


Von 
B. Sbarsky. 


(Aus dem biochemischen Institut des Kommissariats für Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 21. August 1925.) 


F.Gowland Hopkins und M. Dixon veröffentlichten kürzlich in 
dieser Zeitschrift (1) eine Notiz, worin gegen unsere an derselben Stelle 
erschienene Arbeit (2) Einwände erhoben wurden. Die Entgegnung 
von Hopkins und Dixon enthält Mißverständnisse und erfordert eine 
Richtigstellung. 


1. Hopkins und Dixon stellen nicht in Abrede, daß wir eine neue Me- 
thode zur Herstellung der Oxydoredukase angegeben haben, fügen aber 
hinzu: „Tatsächlich liefern beide Methoden Präparate von angenähert 
gleicher Aktivität, und zwar aus dem einfachen Grunde, weil in beiden 
Fällen mit der Caseinfällung die ganze in der Milch vorhandene Enzym- 
menge niedergerissen wird (l. c., S. 483). Dieser Einwand ist nicht be- 
weisend. Es ist wohl möglich, daß bei der Methode von Dixon und Thurlow, 
ebenso wie bei unserer, das Ferment vollständig abgeschieden wird; die 
ganze Frage besteht aber darin, in welcher Menge Trockensubstanz dieses 
Ferment sich vorfinde. Bekanntlich pflegt man ein Ferment als desto 
aktiver zu bezeichnen, je geringer die Menge Trockensubstanz ist, welche 
man zur Reaktion nehmen muß. In unserer Arbeit gaben wir stets sowohl 
die Ausbeute des Präparats an, als auch die Menge der Substanz, welche 
zur Reaktion verwendet wurde. Bei Dixon und Thurlow vermissen wir dieses 
leider. Sie erwähnen öfter 5ccm der Fermentlósung; wir suchten aber 
vergebens irgendwelche Angaben über den Gehalt dieser Lösung. Nur 
an einer Stelle, wo von der Adsorption des Ferments durch Filtrierpapier 
die Rede ist, findet sich eine quantitative Angabe: ‚Through it was 
filtered twice a solution of a very active caseinogen preparation containing 
l.5g in 30 cem of py 7,6 phosphate puffer. The filter-paper was then 
thoroughly washed with distilled water, dried in the vacuum desiccator 
and weighed. The increase of weight was 0,0012 g.“ 

Diese Zeilen veranlaßten uns zu der Äußerung, daß der Fermentgehalt 
in ihrem Präparat: „so gering war, daß sie zur Ausführung der Reaktion 
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nicht weniger als 1,5 g Trockenpulver anwenden mußten (l. c., S. 486)‘. 
Hopkins und Dixon erwähnen dies folgendermaßen: „Diese Angabe ent- 
behrt völlig der Begründung. Dixon und Thurlows Präparat war namentlich 
so aktiv, daß 1 bis 2 mg des Pulvers genügten, um eine schnelle Entfárbung 
von Methylenblau in Gegenwart von Aldehyden oder Purinbasen herbei- 
zuführen (l. c., S. 482). Unsere Behauptung ist aber richtig, denn es waren 
gerade 1,5g Trockenpulver nötig, während auf dem Filter von diesen 1,5g 
l bis 2 mg adsorbiert wurden. Dies bedeutet natürlich nicht, „daß 1 bis 
2 mg des Pulvers genügten‘‘ usw. 

2. Hopkins und Dixon schreiben weiter: ‚„Sbarsky und Michlin ver- 
merken, daß die reduzierende Kraft ihres Präparats 240mal größer war, 
als die der ursprünglichen Milch. Die Feststellungen, auf denen diese 
Behauptung basiert, lassen sich allerdings nur schwierig verfolgen, und aus 
ihren Daten würde sich der Wert 24 als der genauere ergeben.‘ Eine ein- 
fache Rechnung zeigt die Richtigkeit unserer Zahl: 1 g unseres Práparats 
gab 0,6520 N-O, und 1 cem (etwa l g) Milch — 0,0027 N,O,; wir haben 
somit 0,6520 : 0,0027 = 240. 

3. Der Hinweis darauf, daß unser Präparat Katalase und Peroxydase 
enthält, ist nicht zutreffend. In unserer Abhandlung erwähnten wir zwar 
nichts davon, daß unser Präparat frei sei von diesem Fermente. Bei dieser 
(+elegenheit: möchten wir aber hinzufügen, daß weitere Versuche dies wirklich 
zeigten. 

4. Über die Nitratreduktions-methode zur Untersuchung des Ferments 
sei folgendes bemerkt: Wir verwandten sie zur quantitativen Untersuchung 
statt der Methylenblaumethode, auf deren Mängel wir in unserer Arbeit 
hingewiesen haben. Dagegen benutzten Dixon und Thurlow die Nitrat- 
reduktions-methode lediglich für qualitative Bestimmungen. Was die 
Nitratmethode selbst betrifft, so ist sie weder von uns, noch von Dixon, 
sondern von Bach (3) ausgearbeitet worden, was wir in unserer Arbeit 
ebenfalls erwähnt haben. 


5. Hopkins und Dixon schließen folgendermaßen: ‚Abgesehen von 
ihrer Methode der Enzymbereitung scheint die Mitteilung von Sbarsky 
und Michlin nichts zu enthalten, was nicht bereits von den Cambridger 
Autoren dargelegt ist“. Nun war ja gerade das Ziel unserer Untersuchung 
nichts anderes, als eine solche Methode auszuarbeiten. 

Das Urteil darüber, ob die Herstellung des Präparats nach unserer 
Methode Vorteile bietet, überlassen wir denjenigen Forschern, welche 
sich weiter mit diesen interessanten Fermenten beschäftigen werden. 


Literatur. 
1) F. Hopkins und M. Dixon, diese Zeitschr. 159, 482, 1925. — 
2) Sbarsky und Michlin, ebendaselbst 155, 485. 1925. — 3) Bach, eben- 
daselbst 31, 443, 1911: 33, 282, 1911: 38, 154, 1912; 52, 412, 1913: 58, 
205, 1914. 


Notiz über die Veraschung kleiner Substanzmengen. 


Von 
Otto Dafert. 


(Aus dem pharmakognostischen Institut der Universitát Wien.) 


(Eingegangen am 22. August 1925.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Aschenbestimmung. 


Zur Bestimmung der Asche in kleinen Substanzmengen eignen sich 
ungefähr g schwere Platinschälchen von 20 mm Durchmesser und 
l5 mm Höhe sehr gut. Die Mikrotiegel nach Pregl!) (Durchmesser 
10 mm, Höhe 14 mm) sind für Körper, die sich beim Verkohlen stark 
aufblähen, wie z. B. die Kohlenhydrate, zu klein. Die Menge, die verascht 
werden muß, richtet sich naturgemäß nach dem Gehalt an Asche und 
nach dem Grade der Genauigkeit, der angestrebt wird. Da bei 10 mg 
Einwage 0,01 mg Asche 0,1 Proz. entspricht und die Mikrowage noch 
Tausendstel Milligramm zu schätzen gestattet, so findet man mit dieser 
Menge meist das Auslaugen. Am zweckmäßigsten wird die Veraschung 
in einem elektrischen Tiegelofen vorgenommen. Je nach seiner Größe 
können drei und mehr Bestimmungen gleichzeitig durchgeführt werden. 
Die Schälchen kommen dabei in entsprechend große, runde Ausschnitte 
einer Platte, die im Innern des Ofens auf einem Drahtgestell aufliegt 
und aus Asbest oder einem anderen geeigneten Material besteht. Die 
Substanz wird am besten als Häufchen in die Mitte des Schalenbodens 
gebracht, weil sie dann beim Verbrennen nicht mit den Schalen- 
wandungen in Berührung kommt. Das Erhitzen erfolgt bis zur Be- 
endigung der Verkohlung bei offenem Ofen, erst dann wird der Deckel 
aufgesetzt. Die Veraschung ist meist in verhältuismäßig kurzer Zeit 
vollständig, bei schwer verbrennlichen Stoffen kann sie durch Zufuhr 
von Sauerstoff beschleunigt werden. Zum Bedecken der Schälchen 
dienen Deckel mit seitlichem, aufwärts gebogenem Griff, die sich auch 
von oben her leicht fassen lassen. Gute Dienste leisten diese Schälchen 
ferner zum Bestimmen des Glührückstandes in geringen Mengen von 


1) Die quantitative organische Mikroanalvse, 2, Aufl., 1923, S. 160, 
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Flüssigkeiten, z. B. von Blut oder Harn, da sie fast 5 cem fassen und 
das Abdampfen wegen der verhältnismäßig großen Oberfläche rasch 
vor sich geht. 


Aufsehlußgestell für nasse Veraschung. 


Das von Parnaß-Wagner!) angegebene Aufschlußgestell für die 
Mikrokjeldahlbestimmung hat verschiedene Nachteile. Zunächst läuft 
häufig kondensierte Flüssigkeit außen an den Eprouvettenwandungen 
herunter. Ferner sind die Eprouvetten nur mangelhaft befestigt, so 
daß der untere zu erhitzende Teil jeder Eprouvette in einer anderen 
Höhe liegt. Endlich besteht die Gefahr, daß, wenn Siedeverzug ein- 
tritt, ein Teil der Flüssigkeit herausgeschleudert wird. Die aus Abb. 1 





Abh. 1. 


ersichtliche Anordnung vermeidet diese Übelstände nach Möglich- 
keit. Das Kondensat verbleibt im Rohre, weil die Ränder der 
Öffnungen nach innen gebörtelt sind, die Kólbchen stehen fest und 
lassen sich doch leicht herausnehmen und einsetzen, und endlich 
schließt die Form und Lage der Kölbchen ein Herausspritzen fast völlig 
aus. Da kein Stativ und nur eine Schlauchleitung erforderlich ist, 
nimmt die ganze Vorrichtung?) wenig Platz in Anspruch. 





1) Diese Zeitschr. 125, 353, 1921. ` 
2) Das Aufschlußgestell wird von der Firma Paul Haack, Wien IX, 
Garelligasse 4, geliefert. 





Studien über die chemische Topographie des Gehirns. 


I. Mitteilung: 
Die Lipoide und der Gesamtstickstoff der Großhirnrinde des Menschen. 


Von 
Henriette Gorodisskay. 


(Aus dem phvsiologisch-chemischen Laboratorium des Medizinischen 
Instituts zu Charkow.) 


(Eingegangen am 10. August 1925.) 
Mit 13 Abbildungen ım Text. 


In einer Sitzung der anthropologischen Gesellschaft in Paris 
demonstrierte im Jahre 1861 Broca das Gehirn eines Menschen, der 
die Fähigkeit zu sprechen verloren hatte. In der dritten Stirnwindung 
der linken Hemisphäre fand sich eine Erweichung. Auf Grund seiner 
Beobachtungen kam Broca zu dem Schluß, daß im hinteren Drittel der 
unteren Stirnwindung der linken Seite sich das Zentrum für die buch- 
stabierende Sprache befinde, und sprach sich als erster dahin aus, dal 
verschiedenen Hirnabschnitten eine lokalisierte Funktion zukomme. 
Das kühne Auftreten Brocas entzog der damals in der Wissenschaft 
festgelegten Anschauung von der Einheit der Funktionen des Gehirns 
den Boden. Flourens lehrte, daß jeder Teil des Großhirnes an dessen 
Tätigkeit gleichen Anteil nähme und daß die Entfernung eines beliebigen 
Teiles eine entsprechende prozentuale Schwächung aller seiner Funktions- 
äußerungen zur Folge hätte. Mit dem Jahre 1870 beginnt eine neue 
Epoche der experimentellen Physiologie des Gehirns. Fritsch und 
Hitzig empfahlen als neue Methode die Untersuchung des Gehirns 
mit dem elektrischen Strom. Mit Hilfe dieser Methode gelang es mit 
Bestimmtheit die Existenz lokalisierter Felder zu zeigen, welche die 
Bewegung verschiedener Muskelgruppen auf der entgegengesetzten 
Körperseite leiteten. 

Die Physiologen, die an Tieren arbeiteten, und die Kliniker, welche 
die Erscheinungen von Herderkrankungen des Gehirns beobachteten, 
schufen die Lehre von den Lokalisationen im Gehirn. Die Erforschung 
der feineren Anatomie des Gehirns durch die Arbeiten von Flechsig, Brod- 
mann und Vogt gab dieser Lehre eine materielle Grundlage, ein festes 
Fundament. Brodmann war der Anschauung, daß der zellige Aufbau «der 
ganzen Hirnrinde eine Reihe von Schichten vorstellt, die parallel zur Ober- 


fläche verlaufen. Je nach der Lage der Zellschichten in der Ausdehnung 
der ganzen Rinde unterscheidet Brodmann 47 Typen, die an sich nur eine 
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verschiedene Differenzierung desselben sechsschichtigen, embryonalen 
Grundtypus vorstellen. Jeder einzelne Schichtungstypus beschränkt sich 
auf einen bestimmten Abschnitt der Rinde und bildet ein sogenanntes 
„Rindenfeld“. Anatomisch verschiedene Rindenfelder fallen ungefähr 
mit bestimmten physiologischen Gebieten zusammen, d. h. mit den so- 
genannten psychischen Zentren. 

Während die Physiologen und Morphologen schon längst die Hirn- 
rinde als in eine ganze Reihe nach Struktur und Funktion geteilte 
Abschnitte anerkannten, beschränkt sich die Biochemie immer noch 
auf die Untersuchung der gesamten Hirnsubstanz oder die graue 
Substanz im ganzen genommen. Chemisch untersucht wurde graue 
und weiße Substanz, Rinde und Kerne, Kleinhirn, verlängertes Mark 
und Rückenmark, aber nirgends in der uns zugänglichen Literatur 
gelang es uns Hinweise auf Untersuchungen der chemischen Zusammen- 
setzung funktionell verschiedener Rindenabschnitte zu finden. Während- 
dessen ist das Gehirn ein Organ von äußerst kompliziertem Bau, viel- 
gestaltiger Funktion, ein Ort unaufhörlicher, aller möglicher chemischer 
Reaktionen, Reaktionen von Spaltungen und Synthesen, und das 
Band zu finden zwischen psychischen Prozessen und chemischen, die 
im Gehirn sich abspielen, die funktionelle Bedeutung der es aufbauenden 
chemischen Bestandteile aufzudecken, d.h. die Hauptaufgabe der 
Psychochemie zu lösen, das wäre dann möglich, wenn es gelänge, das 
Band zu finden zwischen der Funktion eines jeden einzelnen Abschnittes 
des Gehirns und seiner chemischen Zusammensetzung, das Band 
zwischen einer bestimmten funktionellen Störung dieses Abschnittes 
und der Veränderung im Gehalt und der Gruppierung der ihn zu- 
sammensetzenden Substanzen. Dieses Band läßt sich nur nach sorg- 
fältigem Studium der topographischen Lagerung der chemischen 
Bestandteile im normalen, im pathologischen und experimentell beein- 
flußten Gehirn finden. 

Der zum Studium der Psychochemie bezeichnete Weg verlangt 
vorerst eine Antwort auf die Frage: Ist die chemische Zusammen- 
setzung der Rinde wirklich nicht überall gleich, sind funktionell ver- 
schiedene Rindenabschnitte auch hinsichtlich ihrer chemischen Bestand- 
teile einander nicht gleich? Und wenn dies der Fall ist, worin besteht 
dann der Unterschied und ist er spezifisch ? Vorliegende Arbeit ist der 
erste Versuch, an die Lösung dieser Aufgabe zu schreiten. 

Insoweit es sich um die Frage nach der Möglichkeit einer Existenz 
der chemischen Topographie überhaupt handelt, mußten wir uns auf 
menschliches Material beschränken. Das menschliche Gehirn ist am 
stärksten differenziert, und daher war schon a priori zu erwarten, daß, 
wenn eine chemische Topographie der Großhirnrinde überhaupt 
existiert, diese am Menschenhirn am schärfsten zum Ausdruck kommen 
müßte. 
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Auf den Abb. 1 und 2 sind die Abschnitte der Großhirnrinde ein- 
gezeichnet, die zur chemischen Untersuchung genommen wurden. Als 
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Anatomie des Menschen” genommenen Abbildungen des Gehirns, auf 
welchen durch verschiedene Schraffierung einige von Brodmanns 
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Rindenfeldern eingezeichnet sind (die Nummerierung ist nach Brodmann 
beibehalten geblieben). Die weißen Linien bezeichnen die Grenzen der 
zu den chemischen Untersuchungen genommenen Stücke, und zwar: 


l. Das obere Drittel des Gyrus centr. ant., das Gebiet der Be- 
wegungszentren, welches dem vierten Rindenzentrum Brodmanns 
entspricht (Abb. 1). 
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2. Das obere Drittel des Gyrus centr. post., das psychosensorische 
Gebiet, das Gebiet der Empfindungszentren des Muskelgefühls, das 
dem ersten Rindenfeld Brodmanns entspricht. Hier liegen das erste und 
zweite Feld so nahe beieinander, daß wir beim Nehmen von grauer 
Substanz aus diesem Abschnitt augenscheinlich auch Substanz von 
dem zweiten Felde nahmen (Abb. 1). 

3. Das Gebiet des Sehzentrums aus dem Cuneus. Die aus dieser 
Gegend genommene graue Substanz entspricht dem 17. und 18. Rinden- 
feld (Abb. 2). 

4. Das Gebiet der eigentlichen psychischen Funktionen, das Asso- 
ziationsgebiet der Rinde, und zwar das vordere Assoziationszentrum 
von Flechsig, das im vorderen Teile des Lobus frontalis gelegen ist. 
Dieser Abschnitt entspricht dem zehnten Felde Brodmanns (Abb. 1 
und 2). 

Auf diese Weise kamen vier funktionell verschiedene Gebiete zur 
Untersuchung: Ein motorisches. das Sehzentrum, ein Abschnitt 
allgemeinen Gefühls und ein mit der höchsten geistigen Tätigkeit 
verbundenes Gebiet. An jedem Gehirn untersuchten wir getrennt acht 
Abschnitte, vier von der linken Seite und die vier gleichnamigen der 
rechten Seite. Im ganzen kamen 40 menschliche Gehirne zur Unter- 
suchung, 24 männliche und 16 weibliche, von 16 bis zu 72 Jahre alten 
Individuen. Zur Untersuchung wurden die Gehirne nicht später als 
am nächsten Tage nach dem Tode genommen. 

Indem wir uns des Materials aus dem Kabinett für gerichtliche Medizin 
des Medizinischen Instituts bedienten (wofür ich Herrn Dr. N. P. Rarewski 
meinen tiefsten Dank ausspreche), gelang es uns, für die Untersuchungen 
augenscheinlich Gehirne gesunder Leute zu erhalten, welche nicht an 
psychischen Störungen litten und unerwartet unter Verhältnissen zugrunde 
gegangen waren, die wahrscheinlich keinen mehr oder minder bedeutenden 
Einfluß auf die chemische Zusammensetzung des Gehirns ausüben konnten. 
z.B. Leute, die an Schuß- oder Stichverletzungen, an Verblutung, Herz- 
lähmung, Aneurysmazerreißung usw. umkamen. 

Als eine Besonderheit des Gehirns in chemischer Beziehung ist 
sein Reichtum an Lipoiden anzusehen, besonders beim Vergleiche mit 
anderen Organen; daher wurde in den ausgewählten Abschnitten in 
erster Linie die Menge der lipoiden Bestandteile untersucht. Es wurde 
die Menge an Cholesterin, an Gruppen ungesättigter und gesättigter 
Phosphatide und Zerebroside, außerdem des Gesamtstickstoffs bestimmt. 

Die Bestimmung des Gesamtstickstoffes erfolgte kolorimetrisch nach 
Folin und @ulik an einem Ausschnitt grauer Rindensubstanz von 0,2 bis 
0,3g. Die Lipoide bestimmten wir nach der von uns anderenorts!) be- 
schriebenen Methode, teilweise mit einigen Veränderungen. Das Prinzip 
der Methode besteht in folgendem: 


I) Diese Zeitschr. 159. 379, 1925. 
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Die graue Substanz, die von einem bestimmten Abschnitte des Gehirns 
abgenommen wurde, wird in einer Reibschale verrieben und in dünner, 
gleichmäßiger Schicht auf ein Stückchen Filtrierpapier aufgestrichen. 
Das Gewicht des Ausschnittes betrug für gewöhnlich 40 bis 60 mg. Nach 
ihrer Trocknung im Exsikkator wird sie mit Aceton oder Petroläther und 
hernach mit Alkohol ausgezogen. In das Aceton geht das ganze Cholesterin 
der Hirnsubstanz über und wird hier kolorimetrisch bestimmt, wobei man 
sich des Kolorimeters von Dubosq bedienen kann, aber mit engen Zylindern, 
da die Menge der gefärbten Flüssigkeit im ganzen bloß 4ccm beträgt. 
Der Petroläther zieht alle ungesättigten Phosphatide aus, deren Menge 
am bequemsten nach dem Phosphorgehalt dieser Fraktion zu bestimmen 
ist. An den ersten untersuchten Gehirnen vollzogen wir die Verbrennung 
der Lipoide in einem Tiegel, später aber direkt in Probierröhrchen mit 
0,05 cem konzentrierter Schwefelsäure und darauffolgender Hinzufügung 
von einem Tropfen Perhydrol. Auf den Petroläther folgte die Ausziehung 
des Gehirnstückchens mit Alkohol, in dem die Cerebroside, die Sulfatide 
und gesättigten Phosphatide zur Lösung kommen, deren Mengenbestimmung 
durch Oxydation mit Chromlösung erfolgte. 


In den unten gebrachten Protokollen wurde die Menge des Gesamtstick- 
stoffes und verschiedener lipoider Gruppen in Prozenten der frischen Sub- 
stanz berechnet und dic der Lipoide auf 100 Einh. des Gesamtstickstoffs ; 
außerdem wurde das Verhältnis zwischen der Menge P der ungesättigten 
Phosphatide und den Lipoiden der alkoholischen Fraktion bestimmt. 


Der Gesanıtstickstolf. 

Die Tabelle I zeigt in Prozenten der frischen Substanz den Gehalt 
an Stickstoff in verschiedenen Anteilen der rechten und linken Hemi- 
sphäre aller von uns auf den Gesamtstickstoffgehalt untersuchter Gehirne. 

Tabelle I. Gesamtstickstoff in Prozenten der frischen Substanz. 
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Männergehirne. 
l, 19 į Brustschub ... „2... 1,5111,34 1,50 1,60.1,68'1,77 1,75 1,66 
40 ' 22 | Erstickung . . 2.2.2220. — — — 1501,60 — 1,47; — 
30 23 | Verblutung aus der Art. carot. — 142 — '1,62! — '1,81, — — 
15 : 24 | Verblutung aus der Art. femor. 1,42 1,24 1,35 1,43 1,46 1,60 1,63 1,53 
4. 32 | Erstickung . ....... . 167176 — 1,92 2,06 2,00 1,86 1,75 
39 © 34 | Kohlenoxydvergiftung . . . . 1,41 1.37 1,47 1,58 1,61 1,59 1,53, 1,49 
21 35 | Brust- und Bauchschuß + . 1,48 1.30 1.39 1,40 1,60 1,88 1,55 1,55 
28 . 37 , Stichverletzung des Bauches. 137 — 1.32 — 151 — 1,75 — 
37 38 Stichverletzung i. d. Rücken. 1,28 — 1,44 — 1,69 — 1,51 — 
8 40. Verblutung aus der Art. carot. 144154 — — — 154 — 1,47 
20 42 Sturz aus der Höhe... .. 1,52 — 135 — 1,61 — 1,89 — 
32 43 ‚ Brustschuß . 2.2... .. 134 — 148 — 1,67 — 1,61 — 
3547 Bauchschuß . . 2.2222... 1,36 1,27,1,32 1,40 1,43 1,52 1,53,1,45 
33 48 Blutung in den vierten Ge- | | Ä 
S hirnventrikel. ....... 1.30 1,37 1,57 1,51 1,58 1,82 1,77,1,68 
IO 58 Platzeneines Aortenaneurvsma — 122 — — 1,55 1,36 1,44 1,38 
6 IA Tod durch Herzláhmung. . . — 105 — -- 1.26 1,34 1.21 1.22 
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Tabelle I. (Fortsetzung). 
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Frauengehirne. 
l 16: Herzschuß. ......... io — — — 161 — 14 — 
3; 25  Kohlenoxydvergiftung . . . . 154110 — — 156 — 1⁄0 — 
22 | 29 Brustschuß und Verblutung! ' ol | 
I | aus der Art SE x 1,651 1,41 1,58 1,56 1,74 1,86 1,72 1.62 
14; 30 RückenschuB ........ ' 1,58 1,38 1,50 1,58 1,62 1,78 1.84 1.70 
19. 31 ; Herzschuß. .......-. ‚1,37 1,24 1,26 1,19 1,59 1,84 1,82 1.53 
34 | 32 | Blutung im Gebiet des ver- Kg 
i ' lángerten Markes . . . . . | 1,42.1,021,53151 — — — — 
11; 36 Verblutung aus der Art. carot. , ' 1,1611,14 — |: —: — — — — 
26 | 38, Riickenschub ........ "1,64 1,50 1,29 1,32 1,56 — — — 
29 | 44 . Platzen eines Aortenaneurysma ‚1,42 1,12 1,58 1,54'1,86 1,78 1,64 1.53 
24 | 48 | Gehirnblutung. ....... | 1,60, — | — — 182 — — — 
13 * 60 + Tod durch Herzlähmung . . . 1,36 0,99. 1,35,1,241,16 1,21 1,28 1.27 


Beim ersten Blick auf diese Tabelle lenkt der Umstand die Auf- 
merksamkeit auf sich, daß die Menge des Gesamtstickstoffs in den 
verschiedenen Abschnitten eines und desselben Gehirns nicht überall 
gleich ist, daß dieser Unterschied sich auf der rechten und linken Hemis- 

sphäre wiederholt und sich auf alle Gehirne 


se erstreckt, unabhängig von Geschlecht. 
Bol Alter und Todesursache. Dieser Unter- 
Š schied wird noch auffallender, wenn man 
3’ l den mittleren Gehalt des Gesamtstickstoffs 
N, von einem jeden einzelnen Abschnitt für 


sich berechnet. Sozeigt z.B. die Tabelle I. 
daß die prozentuale Menge des Gesamt- 
stickstoffs des Gyrus centr. ant. sin. ver- 
schiedener Gehirne zwischen 1,10 bi 
2,06 Proz. schwankt. Als Mittelwert 
nahmen wir jenen prozentualen Gehalt 
des Gesamtstickstofís an, der sich am 
häufigsten wiederholte (Abb. 3). 

Die Zahlen auf der Abszisse zeigen 
den Prozentgehalt des Gesamtstickstofís 
an, auf der Ordinate befindet sich die 
Zahl der Fälle. Die Kurve zeigt, daß als Mittelwert für den Gesamt- 
stickstoffgehalt der vorderen Zentralwindung der linken Hemisphäre 1,51 
bis 1.70 Proz. der frischen Substanz anzunehmen sind (sieben bis acht 
Fälle). Auf dieselbe Weise wurde auch für die anderen Abschnitte der 
beiden Großhirnhälften der Gehalt an Gesamtstiekstoff. Cholesterin. 
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Phosphatiden und Cerebrosiden berechnet. Fast in allen Fállen hatten 
die Kurven beinahe das gleiche Aussehen, erinnerten an die Gausssche 
Kurve, und wir verzichten daher auf ihre Wiedergabe. In den wenigen 
Fällen, in welchen die Kurven eine bemerkenswerte Besonderheit 
aufweisen. wird an den betreffenden Stellen auf diese hingewiesen 
werden. 

Die Abb. 4 zeigt den mittleren Gehalt des Gesamtstickstoffs in 
Prozenten der frischen Substanz in allen acht untersuchten Teilen. 
Auf der Abszisse sind die verschiedenen Abschnitte, auf der Ordinate 
ihr prozentualer Gehalt an Gesamtstickstoff eingetragen. Gewöhnlich 
zeigen die Kurven auf den Diagrammen eine bestimmte, ununter- 
brochene Folge von Veränderungen an. In unserem Falle interessieren 
uns am Diagramm bloß die Punkte, welche den Gehalt des Gesamt- 
stickstoffs in dem gegebenen 
Abschnitt angeben; verbunden 
sind sie aber untereinander 
durch gerade Linien aus- 
schließlich zum Zwecke größerer 
Anschaulichkeit. Die ununter- 
brochene Linie zeigt den mitt- 
leren Gehalt des Gesamtstick- 
stoffs an, die unterbrochene Ea ZE 
die bei unseren Untersuchungen ` ` Ges ee e i 
gefundene maximale, die punk. Ä | 
tierte die minimale Menge. 

Die Abb.4 unterstreicht 
noch anschaulicher als die erste 
Tabelle den Unterschied im 
chemischen Aufbau der verschiedenen Abschnitte einer und der- 
selben Hemispháre und der gleichnamigen Abschnitte der beiden 
Großhirnhälften. So kommt z.B. der geringste (mittlere) Gesamt- 
stickstoffgehalt der rechten Seite auf den Stirnpol — 1,30 Proz., 
nicht hoch ist er auch links — 1,50 Proz. In der Gegend des Cuneus 
ist er links etwas niedriger als rechts — 1,40 und 1,55 Proz. Noch 
höher ist der Gesamtsticksteffgehalt im Gyrus centr. ant. — 1,60 Proz. 
links und 1,80 Proz. rechts. 

Im Gyrus centr. post. ist der Gesamtstickstoff rechts wieder ge- 
ringer — 1,60 Proz. und etwas höher links — 1,65 Proz. Die Kurve 
des Maximal- und Minimalgehalts an Gesamtstickstoff wiederholt die 
Kurve des Mittelwertes. 

Der Gehalt an Gesamtstickstoff ist auf diese Weise verschieden an 
verschiedenen Stellen der Rinde und ungleich auch an den gleich- 
namigen Stellen der rechten und linken Hemisphäre. 
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Es ist nötig zu bemerken, daß die individuellen Schwankungen in 
der -Quantität der chemischen Zusammensetzung eines und desselber: 
Abschnittes verschiedener Gehirne ziemlich groß sind. Ungeachtet der 
in der Literatur festgewurzelten Meinung, daß die chemische Zusammen- 
setzung des Gehirns von Leuten, die das Reifealter erreichten, hinsichtlich 
seiner Fiweiß- und Lipoidsubstanzen im allgemeinen beständig bleibt. 
so sieht man, wenn man z. B. die von Fränkel an normalen Menschen- 
gehirnen erhaltenen Mittelwerte mit den Zahlen vergleicht, die Linne:! 
erhalten hatte, ganz klar die bedeutende Uneinstimmigkeit dieser Ziffern 
(Tabelle II). Und dabei gingen die Arbeiten Linnerts aus Frankcls Labo- 
ratorium hervor. Wie groß müssen daher die individuellen Schwankungen 
in der chemischen Zusammensetzung der einzelnen Gehirne sein, wenn 
schon die Mittelwerte so verschieden sind. Und die individuellen Schwan- 
kungen der einzelnen Kindenabschnitte müssen natürlich größer sein als 
in der Masse des ganzen Gehirns. 


Tabelle 11. 











i In Proz. der frischen Substanz 





Autor j! Acetons PetroleumsAther: Benzols Alkoholische Atherische Ei pr 

| Fraktion ` Fraktion ‚ Fraktion Fraktion Fraktion `. RS 

Fränkel .. 474 ` 6.40 3.11 144 — 021 7.28 
Linnert . . 3,50 6,89 2,93 1,07 0.26 9.24 


Cholesterin. 


Die Abb. 5 wurde gezeichnet auf Grund der in der Tabelle III gebrachten 
Resultate. 


Der Gehalt an Cholesterin in den verschiedenen Abschnitten der 
Hirnrinde ist weitaus nicht überall gleich. Der größte Cholesterin- 
gehalt findet sich in den Be- 
wegungszentren (hier: Gyrus 
centr. ant.) links 0,92 Proz. 
der frischen Substanz, rechts 
0,88 Proz.; etwas weniger im 
Gyrus centr. post. — links 0,78. 
rechts 0,73 Proz. — und iu 
Cuneus, wo 0,70 Proz. links und 
0,78 Proz. rechts gefunden wur- 
den. Am wenigsten Cholesterin 
enthalten die beiden Stim- 
pole — 0,55 Proz. links und 
— 0,58 Proz. recht. Hier ist der 
Cholesteringehalt so gering, dai 
der für diese Gegend gefundene 

Abh. 5. Maximalwert von 0,76 Proz. 

kaum den Mittelwert der sen- 

siblen Abschnitte erreicht und tief unter dem Mittelwert der 
motorischen bleibt. Die stärksten individuellen Schwankungen 


% 
110 


1,001 - 


090} ` 





0,80 





0,70 


0,60 -- 





Nr. 
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Tabelle III. Cholesterin in Proz. der frischen Substanz. 



















































































l: ) EES | 
' dle š g lasiiujsalëg 
| ia |23 we MEN 3:22 
sao aja Sl Ef 
Mánnergehirne. 
p SE BrustschuB . e 10,56,0,55 0,71 0,77 0,810, 71 0,82 0, 68 
f d Erstickung. . ........ 0,57/0,59/0, 70 0,7910 910, 85|0 ‚7510, 12 
\ = Brustschuß ..... .... ‚0,52.0,54|0,7710,74.0,85 85,0,77/0,60,0,65 
| 24 | Verblutung aus der Art. femor. 0,52 0,48 0 oan ,63,0,61/0,57,0,65 
| 26 Ä Stichverletzung des Herzens . x — '— | — 10,95 95 0,87 1,07 0, 78 
i 28 ¡ Kopf- und RiickenschuB . . . “0,58 0,56/0,71:0,80/0,91 0, 82 0,72 0,71 
| 28 | KopfschuB. ......... — —|— ECO 0,88 1.09.0,77 
i 34 | Kohlenoxydvergiftung . . . .' 0, 54, 0,5510, 69 0,77/0,94 0,81;0,80:0,64 
! 35 x Bauch- und Brustschuß . . .! 0,63 0,5510, 670,75 0,940, 79/0,82/0,70 
I 37 | Stichverletzung des Bauches . x 051 — 10,62 — 0,64 — — 
| 38 || Bauchschuß . ..... . . . 10,64 0,59 0,79 0,91 0,77/0,18/0,69 0,80 
| 38 | Stichverletzung in den Rücken 10,55 — 008 — 10,91: — 6,76 — 
\ 40 | Verblutung aus der Art. carot. 0,52 0,59 — | — Se 0,49, — 0,56 
, 42 ' Sturz aus der Höhe ..... 10,56 — 10 61 — ¡0,84: — 0,77 — 
+ 43 | Brustschuß. . 2.2.2220. 0,49 — [0,74 — 0,92, — = 
` 47 | Bauchschuß ........ +! :0,53.0,61/0,67/0,70/0,93'0, sos 87/0,71 
l 47 | Platzen eines Aortenaneurysma ' ʻo, 57 0, 5910,73 0, 810,93 KW 89,0,84'0,79 
i 48 | Blutung in den vierten Ge- | x | 
` No hirnventrikel. . 2.2.2... ‚0,850, 71/0,81/0,90.0,98.0,89 1,01:0,95 
"58 I Platzen eines Aortenaneurysma 0,760,741 — — 0, 89 0,77/0,78 0,69 
' 65! Tod durch Herzlähmung. . . — — — — | — pss — | — 
: 72 Tod durch Herzlähmung . . 0,99 
Fraueneehirne. 
ı 21 | Brustschuß `. ee — — 066061 — 0,52 — 0,51 
' 21 Erstickung _ . . . . + + + — 0,56 — Oel — 10,82; — 0,72 
29 || Brustschuß und Bluten ee | | 
' j| Art.subl.......... 0,48 0.46 0.620.67 079072 0710.5 
' 30 | Rückenschuß . . 2.2.2... 0,58 0,54 0, 120,83 0,70 0,70 0,63 0,72 
32 | Blutung im Gebiet des ver- | o 
| lángerten Markes ..... 0.52 0,48 0,75 0,76 IE LEN tum 
, 36 | Verblutung aus der Art. carot. — — = | — 0,850, ‚86,0,88 0,67 
1-37 y BrustschuB . 2 22.2.2... 0,55 0,57 0,71 0,80 0,900,820, 3072 
` 38 | Rückenschuß ........ 0,61 0,58 0,61 0,66 0,920, 86 0,83.0,7 
j 4l i Gebärmutterblutung n. Abort 0,57 — 0,69, — 0 Eu nn 
‚ 44 | Platzen eines Aortenaneurysma 0.53 0,46 0,77 0, 791,02 0, 89 0,87 0 ‚67 
A8 | Blutung in den linken Cie- | 
| | hirnventrikel `... . on —1 020.90 = asss 
' 50 Gebirnblutung. . .....- 075 — 0,61 — 0,76; — 0,69 — 


0 | Tod durch Herzlähmung . . . 0,50 0,64 0,76 0,90 0.93 0.88 0,97 1,01 
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waren im Gyrus centr. post. (0,57 bis 1,09 Proz. links und 0,505 bis 
1,01 Proz. rechts), die geringsten im Cuneus sin. (0,61 bis 0,81 Proz.) 
zu beobachten. 

Ganz analoge und nicht minder klare Resultate werden bei der 


Umrechnung der Cholesterinmenge auf 100 Einheiten des Gesamt- 
stickstoffs erhalten (Tabelle IV und Abb. 6). 




















Tabelle IV. 

— — EE . 
| 15 le el E 8 |E, jë 
| Te NEE Ecje% Sei" 
| |. £ 00.32 2 |32|5; 3 š: 
| | 29 š S E EEE 
| | ' 3 d oO AS 5 CN >Ë. >z 
‚Jahre d : I KS , e Ç 

Mánnergehirne. 

17 19 | Brustschubl . . . 2 2 2 2 0. 37 ¡41 47 48,48 40 47 4l 
40 22 Erstickung. . . 2222200 — — 53 57 — 31, ,— 


15 24 Verblutung aus der Art. femor. , 37 | 39 | 48 50 43.38 35 42 





39 | 34 | Kohlenoxydvergiftung . . . . 38 40 47 49 58 |51 52 A 
21: 35 | Bauchschuß . . . . . . . . . 36 42:48 50, 59/42 53 45 
28. 37 | Stichverletzung des Bauches. 37 ,— 47 — 42;— 32 — 
37 38 | Stichverletzung in den Rücken 43 G 47 — 54 — 50 — 
8 40, Verblutung aus der Art. carot. 36 38 — — — 32 — 38 
20 . 42 | Sturz aus der Höhe . . . . . 32 — 49! — 52 1 — 41 
32 43 | Brustschub ......... 37 — 50 ,— 55 — 53 — 
36 47 || Bauchschuß . . . .. .... 39 48 51 50:65 54 57 49 
33 48 | Blutung in den vierten Ge- ` SR, EE 

| ` hirnventrikel . 2.2.2... 51 52 52 60 62 | 49157 51 
10 58 | Platzen cines Aortenaneurysma — 61 — — 57133 x 57 50 
6 65 Tod durch Herzláhmung. .. — — — — — 69 — — 

Frauencehirne. 

22 29  Brustschuß und Blutung aus | | | 

| der Art. subel......... 32 33 39 44 45 39 41 32 
14 || 30 || RückenschußB . . ...... 37 39.48 53 43,39 34 2 
34 | + Blutung im Gebiet des ver- | | | | 

i | lángerten Markes ..... 37 47 48 50 —='= — — 
26 © 38 || Rückenschuß . . . . . . . - 37 39 47 50 59 — — — 

55 50 53 H 


29 44 | Platzen eines Aortenaneurysma 37 41 49 51 
| Blutung in den rechten Hirn- | 
ventrikel ......... 31 
Tod durch Herzláihmung. . . 37 


65 |56 71 80;73 76 79 

Der geringste Cholesteringehalt im Verhältnis zur Gesamtstickstoff- 
menge fällt auf die Sphäre der höheren psychischen Funktionen — 3% 
links und — 40 rechts, der größte Cholesteringehalt aber auf die Be- 
wegungszentren — 57 links und — 53 rechts. In funktionell ver- 
schiedenen Rindenabschnitten sind also nicht bloß die absoluten 
Cholesterinmengen verschieden, sondern auch seine Menge im Ver- 
hältnis zu anderen chemischen Bestandteilen der Hirnsubstanz, deu 
stickstoffhaltigen Stoffen. 
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In zwei nach derselben Methode untersuchten Fällen bezüglich 
des Gehalts von Cholesterin in der ganzen Großhirnrinde des Menschen 
erhielten wir 1,16 bis 1,20 Proz. der frischen Substanz!). Diese Zahlen 
“ind höher als die höchsten — 1,09 Proz. der frischen Substanz — von 
uns bei der Untersuchung des 
Cholesteringehalts in bestimmten 
Rindenabschnitten erhaltenen. 
Es ist schwer anzunehmen, daß 
gerade diese zwei Fälle seltene 
Ausnahmen vorstellen und der 
Cholesteringehalt in der Masse 
der ganzen Rinde in keinem ein- 
zigen unserer 40 Fälle ebenso 
hoch gewesen sein sollte. Dies 
ist auch noch deshalb schwer 
anzunehmen, weil unsere Ziffern 
1,16 bis 1,20 Proz. der frischen 
Substanz ganz nahe stehen den 
von Linnert und Kirschbaum 
an erwachsenen Männern ge- 
fundenen Cholesterinwerten, 
nämlich 1,15 Proz. Augenschein- 
lich gibt es in der ganzen Aus- 
dehnung der Hirnrinde Ab- 
schnitte, deren Cholesteringehalt 
noch höher ist als der der 
motorischen Gebiete, weshalb auch die mittleren Zahlen für die 
gesamte Rindensubstanz sich als größer herausstellten als die 
bei der Untersuchung der acht besonderen Abschnitte gefundenen. 
Welche funktionellen Rindengebiete nun so cholesterinreich sind, 
das werden die weiteren Untersuchungen zeigen. 
































Die Gruppe der ungesättigten Phosphatide. 


In der Tabelle V sind die Untersuchungsresultate verschiedener 
Hirnrindenabschnitte auf den Gehalt an Phosphor der ungesättigten 
Phosphatide zusammengestellt. Auch hier fehlt die Gleichheit in der 
Zusammensetzung über die ganze Rinde hin. Wiederum zeigt sich 
ganz klar die chemische Topographie der Gehirnrinde. Dis Zahlen und 
die Abb. 7 sprechen für sich selbst. 


1) Diese Zeitschr. 159, 379, 1925. 
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Die größte Phosphormenge aus den ungesáttigten Phosphatiden 
findet sich in den motorischen Gebieten im Gyrus centr. ant., im Mittel 
0,0762 Proz. der frischen Substanz links und 0,0737 Proz. rechts. Im 
Gyrus centr. post. ist der Gehalt von Phosphor aus den ungesättigten 
Phosphatiden geringer — 0,0712 Proz. links und 0,0725 Proz. rechts; 
noch geringer ist seine Menge im Cuneus — 0,0675 Proz. links und 
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Abb. 7 Abb. 8 


0,0687 Proz. rechts. Die beiden Assoziationszentren jedoch unterscheiden 
sich merklich voneinander. Während der Polus front. dext. die aller- 
kleinste Ziffer bezüglich des Phosphorgehalts seiner ungesáttigten 
Phosphatide besitzt — 0,065 Proz., zeigt der linke Polus front. 0,070 Proz. 
der frischen Substanz. 


Ein ganz anderes Bild erhält man bei der Umrechnung der Phosphor- 
menge der ungesättigten Phosphatide auf 100 Einheiten des Gesamt- 
stickstoffs (Tabelle VI, Abb. 8). 
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Nr. ‘Alter |! 
Eo 
t Jahre 
17 19 
An 22 
30 : 23 
15 2 
4 32 
39 34, 
21 35 
28 1 37. 
37 mm 
8 40 | 
20 | 42. 
32, 43| 
36 47 | 
33 48| 
! 
1058| 
22.29 
| 
14 | 30, 
19 a, 
34 32 
2 38| 
24 48 
13 on 
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Tabelle V1. 


| 
l 


Se SC Ee Ss 

e igs” o SS SX ES 3 

e eis al a 929.03 >” >55 

I-II zg, sc 5 

a 29 6,28 BE pg EE zl 

2 5 iĝ. A DT ps aE x; 

O SE O çs Lä C © > 

' | 
Mánnergehirne. 

ı BrustschußB . 2.2.2.2... . „4,79 5,04 4,76.4,64 4,663,900 4,10 4.4 
Erstickung. . 2 2 2 220. — — — 489531 — 4,33 — 

| Verblutung aus der Art. carot. — 4,70 — 451: — 421 — — 
! fi 
‚ Verblutung aus der Art. femor. 4 ‚79.4,66 A 1154,46:5,44 3.82 3,95 46 
| Erstickung. . ........ 5,544.99 — 4.97 — — =.— 


+ Kohlenoxydvergiftung . +, ., 4.924,63 4,4214,25'5,17 4,71 4,52 4,74 
` Bauch- und Brustschuß . . . 4455401 4,55 4,63 4,65'3,87 4.64 4.32 
- Stichverletzung des Bauches . 560 — 5,56. — 5,10 — 5,31 — 
© Stichverletzung in den Rücken 5.40 — 5 ‚00 — 4 50 — 3 16 — 





Verblutung aus der Art. carot. ¡424 4 E — — — 435 — 411 





. Sturz aus der Hohe ..... "4,42 — 14,62 — i$, 91 — 3,69 — 


BrustschuB `... N 487 — 4 30 — 430 — 419 — 
Bauchschuß . . . 2 2 2 2 0°. BEER 


Blutung in den vierten Ge- 


hirnventrikel. . 2. 2... .. 5,25 4,79/4,52 4,72 5,17 4,30 4,10 4,42 
-Platzen eines Aortenaneurysma — 3,48 — -— 4,03 3,52 3.93 3,8 


Frauengehirne. 
Brustschuß und Blutung aus ' 
der Art. subel. . 2.2... 4,715,014, 12:4 44 4, 61 3,94 4.52 4.44 
Rückenschuß ........ 4,78 4,6014,71 4485443 79 3.95 4,63 


Herzschuß. a... o... 4554851, ‚5614,77 Ts 66 3.79 3.86 4,35 
Blutung im Gebiet des ver- 

längerten Markes . .... 4, 76 3 ails, 63! 4,65 — — — — 
Rückenschuß ..... o... 446 172 — '4,90 4,88 A 


| 
hirnventrikel. . © 2 2 2... | 5,09, — et 92 — — — 
| 
| 


Tod dureh Herzláhmung. . . 4,293, s 3.93 4, 4883, 43 4,53 2,87 4 40 


Im Verhältnis zur Menge der stickstoffhaltigen Stoffe gibt der 
Phosphor der ungesättigten Phosphatide schon keinen Unterschied 
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mehr zwischen den beiden Assoziationszentren — 4,62 links und 4,65 ` 
rechts. Die gleichen Zahlen finden wir auch in den beiden Cunei: 
4,65 links und 4,60 rechts. Dafür gibt das rechte motorische Gebiet eine 
auffallend niedrige Ziffer — 4,10, bei einer hohen für das linke motorische 
Gebiet — 4,95; und ganz unerwartet gegenteilige Zahlen gibt die 
Gegend des allgemeinen Muskelgefühls in der hinteren Zentralwindung, 
nämlich rechts 4,55 und links 4.00. 


Die gesättigten Phosphatide, Cerebreside 
und Sulfatide. 


Wenn man nach dem Auszug von Gehirnsubstanz mit Petroläther 
dieses selbe Stückchen mit Alkohol auszieht, so finden sich im Alkohol 
gelöst alle Cerebroside, Sulfatide 
und die ganze Gruppe der ge- 
sättigten Phosphatide. 


Wie die Tabelle VII zeigt, 
unterscheidet sich der Polus 
front. dext. und sin. durch 
die in ihm enthaltenen Li- 
poide der alkoholischen Frak- 
tion scharf von allen anderen 
untersuchten Gehirnabschnit- 
ten. Die mittleren Werte (Abb.9) 
der beiden Assoziationszen- 
tren — 2,50 Proz. der frischen 
Substanz links und 2,45 Proz. 
rechts, sind um vieles niedriger 
als die mittleren Zahlen, nicht 
bloß der lipoidreichen motori- 
schen Sphäre, wo links 3,10 Proz. 
und rechts 3,35 Proz. zu finden 
sind, sondern auch der beiden Ge- 
fühlszentren, für welche für den 
Cuneus sin. 2,90 Proz., für den 
Cuneus dext. 3,00 Proz., für den 
Gyrus centr. post. sin. 3,00 Proz., für den Gyrus centr. post. dext. 2,90 Proz. 
gefunden werden. Der geringste Lipoidgehalt der alkoholischen Fraktion 
von 1,75 Proz. kommt auf den Polus front sin., aber auch die größte 
Lipoidmenge dieses Abschnittes — links 2,71 Proz. und rechts 2,74 Proz. 
— bleibt hinter den Durchschnittswerten der anderen Abschnitte 
zurück. 
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Tabelle V LI. 
Lipoide der alkoholischen Extraktion in Prozenten der frischen Substanz. 


E 4 
k š KEE ë ES 
Nr. Alter 5 Ez) 2 kb 33,38 32 CS 
= sŠ 313188 52]5% 2; 
z 2 E e CES size? 
a a al e are 
Jahre "a | © | Es 
Männergehirne. 
17 | 19 Brustschub ......... 2,50 2,42 3,05 3,26/3,10 3,29 2,97 2.04 
40 : 22 | Erstickung ......... 2,202, 15 2,65 2, 94/2 72 2,98 2,42 207 
30 | 23 | Verblutung aus der Art. carot. | — 241 — 3,15 — 3.25. — 2% 
18 23 | Rückenschuß . ....... 12,42:244 3,10 3,30:3,15 3.353,10 3.20 
15 | 24 | Verblutung aus der Art. femor. 2.23 2,15 293 3.03 2,95 3,15,3,00 2.74 
31 | 28 | Kopf- und Rückenschuß . . . '2.62'2,56 3,15:3,44 3,34 3,473.26 3.16 
5:28 | Kopfschuß. .. 2.2.2... pape — 3,16 3,27 2,53 2,84 
4 : 32 | Erstickung . . . . . . 202. 2,59 2,58 2,62 3,28 — — — 





39 | 34 | Kohlenoxydvergiftung . . . . 2, ,51 2, 442,99 3, ,09 3,25 3,16 2,82 2 e 














21 : 35 | Bauch- und Brustschuß . . . ° ‚31 2.08 2 12, 2. 86.2 90 3,25 2,94 2.91 
28 ; 37 ` Stichverletzung des Bauches . 2,09 — 279, — 293 — 3,10 — 
16 | 38 | Bauchschub . ...... E 2.702,60 3,56 3,66 3,60 3,81 3.61 3.32 
20 | 42 | Sturz aus der Hehe... . ., 2,42, — 293| — 3,16 — 342 — 
32 | 43 || Brustschub . . 2. 2. 2 22.0. 2,35 — 287) — 2.80 — 13,10 — 
36 i 47 | Bauchschuß ....... ` 2.252,19 2,7013,02'2,79 2,88 2,70 2.63 
38 . 47 ' Platzen eines Aortenaneurysma 2, GN 2 ‚32 2 ‚842, ‚93 3 09 3, H 2, 58 2,61 
33 * 48 | Blutung in den vierten Ge- | | 

| | hirnventrikel . . 2.2.2.2. 2. 14 2,74 3,22 3,17,3 40 3 46 3,19 2.9 
10 58 | Platzen eines Aortenaneurysma ' 2 14 2 6l! L e 003 09 2,59 2.66 

Frauengehirne. 

l 16 ' Brustschuß . 2.2 2 2 22 - . — —!—, — 250 — 2,40 — 
12 21, Brustschuß . .. - 22... SS — — 2,89/2,98: — 2,72 — 281 
23 1 21 Erstickung ... 22.2... I — 242 — 321 — 3,25 — 297 
22 ` 29 Brustschuß und Blutung aus | | 

/ der Art. subel. ...... 2,56 2,47/3,06/3,15 3,21:3,37 2,98 2.86 
14 30  Riickenschul ........ 2,47 2,3713,2413,35 3,27 3,49 3.30 3.01 
19 31 Herzschuß. ......... 2,06 2,0412,53:2,38 2,78 3,49 3,09 2.68 
34 32 Blutung im Gebiet des ver- | | 

/ lángerten Markes . .... 12,34 2,1513, 10' 3,00: — | — —' — 
35137 Brustschub ......... | 251.229 2,86 3.00 3,05 3,41 3,99 3.05 
26 | 38 Rückenschuß ........ 12,71 2,62 2,78 2,91 3.05 3,01 2,75 2,66 
27, 41 Gebärmutterblutung n. Abort | 1 75 — 2,79 — SA — 2.93 — 
29 44 | Platzen eines Aortenaneurysma "2, 2011, 112.57 
24 Gehimblutung. ....... 2. 6l — gi —. — 331 | 





Wenn man den Gehalt an gesättigten Phosphatiden und Cere- 
brosiden mit dem an stickstoffhaltigen Bestandteilen des gleichen 
Abschnittes vergleicht, so ändert sich das Bild ein wenig (Tabelle VIII, 
Abb. 10). Die größte Menge findet sich in der Gegend des Sehzentrums: 
202 links und 200 rechts, in dem motorischen Gebiet ist sie geringer 
— 192 rechts und noch niedriger im sensorischen Rindenteil — 172 links 
und 175 rechts. die gleiche Menge im rechten Stirnpol — 172 und 
weniger links — 160. 
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Tabelle VIII. 
ñ s I R Ai vi E os |. 
mE EE AE 
Nr. Alter I Š PE Siy ee e 
) ll 00 go U, wu 8.02% = 
EEN EEES 
Jahre E LE O O O O 0 
M ünnergehi! rne. 
17 19 | Brustschul . . . . . . o... ‚166 173 203 204' 185 186! 170| 177 
30 22 | Erstickung . ........ — ; — — |196, 170, —|165| — 
30 ` 23: Verblutung aus der Art.carot. — ' 170: — 194, — | 180 — — 
15 24  Verblutung aus der Art. femor. ' 157 | 173' 217) 212: 202 197| 182; 179 
4 32 | Erstickung `... 154 147, — 171; —' —| — — 
39 34" Kohlenoxydvergiftung . . . . 1711178 203 195 202! 199| 184: 191 
21 . 35 Bauch- und Brustschuß . . . 156 160' 196; 204; 181| 173| 190: 188 
28 ' 37  Stichverletzung des Bauches . 153' — 211 194 — 177 — 
20 42 Sturz aus der Höhe... .. ¡159 — 217 — | 196, — | 195 — 
32 ` 43 Brustschuß . . 2222.20. ‚175° — 194 168 — | 193; — 
36 47 | Bauchschuß . ......... 166 ' gie 205 215 195' 189, 176: 181 
33 48 Blutung in den vierten Ge- | | | | 
_  hirnventrikel . . 2.2... 1165 200 205 210 215| 190! 180' 175 
10 58 Platzen eines Aortenaneurysma 214 —' — 139; 199' 180. 196 
TEE 
L 16 Herzshuß. ......o... ‚ii 156 —|167] — 
22 29 Brustschufb und Blutung aus I | Í | 
Ä © der Art. subel. . ..... ‚170,175, 194| 202| 184 181| 173| 176 
IA 30. Rückenschuß . ....... 156 172 216| 212 202 196 174, 177 
19 21. ' Herzschuß. x u... . + E l 150. 165 201| 200; 175 190 170, 175 
36 32 y Blutung im Gebiet des ver- | | | | | 
x . längerten Markes ..... ¡(165,211 203| 199 — — | — | — 
26 38 Riickenschub ........ \165 , 174! 215| 220 195 —: —| — 
29 44 . Platzen eines Aortenaneury sma E? 176 189| 196 171| 187, 163' 168 
24 48, ` Blutung in den rechten Ge- | | | | 


. „ hirnventrikel 


Indem in der ganzen Aus- 
dehnung des Zentralnerven- 
systems gewöhnlich kleine 
Mengen von gesättigten Li- 
poiden parallel gehen mit 
größeren Mengen ungesättigter 
Lipoide und umgekehrt, so 
schien es interessant nach- 
zusehen, änderten sich in den 
verschiedenen Anteilen der 
Großhirnrinde vielleicht bloß 
die absoluten Lipoidmengen, 
während die Verhältniszahlen 
zwischen den verschiedenen 
Lipoidgruppen möglicherweise 
unverändert blieben, oder 
änderten sich auch diese. 
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In der Tabelle IX wurde die Phosphormenge der ungesättigten 
Phosphatide für alle Hirnabschnitte als = 1 angenommen und wurde 
sein Verháltnis zur Menge aller Bestandteile der alkoholischen Fraktion 
berechnet. Die Durchschnittswerte sind in der Abb. 11 wiedergegeben. 
Jeder Kurvenanstieg läßt sich hier entweder als eine verhältnismäßige 
Vermehrung der Lipoide der alkoholischen Fraktion oder als eine ver- 
hältnismäßige Verminderung des Phosphors der ungesättigten Phos- 
phatide betrachten. Das Sinken der Kurven dagegen spricht für die 
umgekehrten Verhältnisse, nämlich für ein verhältnismäßiges Fallen 
des Lipoidgehalts der alkoholischen Fraktion oder für eine verhältnis- 
mäßige Vermehrung der un- 
gesättigten Phosphatide, bzw. ?* 
ihres Phosphors, in diesem 
Abschnitt. 

Es zeigte sich, daß in 
funktionell verschiedenen Rin- 
denabschnitten auch die Grup- 
pierung der sie zusammen- 
setzenden Lipoide verschieden 
ist. Eine verhältnismäßig 
große Menge von ungesät- 
tigten Lipoiden bzw. ein ver- 
hältnismäßig geringer Gehalt 
an Lipoiden des alkoholischen 
Extraktes entfällt auf die 
Assoziationszentren 1:36 links und 1:37 rechts. Eine ganz andere 
Gruppierung dieser Bestandteile besteht im Cuneus, wo links 1:46 
und rechts 1:45 gefunden wird und in der hinteren Zentralwin- 
dung der linken Seite mit 1:45. Indem die Phosphormengen 
der ungesättigten Phosphatide in den motorischen Gebieten beider 
Hemisphären sich scharf voneinander unterscheiden, so ist auch 
das Verhältnis der ungesättigten Lipoide zu den gesättigten ver- 
schieden, 1:40 links und 1:44 rechts. Verschieden ist auch ihr 
Verhältnis in den beiden hinteren Zentralwindungen. wo links 1:45 
und rechts 1:40 gefunden wurde. 

Wenn man mit einem Blick alle Kurven, welche den mittleren Gehalt 
an Gesamtstickstoff und verschiedenen Lipoiden aller Rindenab- 
schnitte vorstellen, auf einmal zusammenfaßt, so läßt sich eine be- 
stimmte Ähnlichkeit im Charakter der Kurven nicht von der Hand 
weisen (Abb. 12 und 13). Als typischste ist jene Kurve anzusehen, 
die beispielsweise den Cholesteringehalt in Prozenten der frischen 
Substanz vorstellt. Und dieser Typus wiederholt sich wirklich unter 
14 Fällen achtmal (in der Abb. 12 die Kurven der alkoholischen Fraktion 
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und des Cholesterins rechts und links, des Phosphors der ungesáttigten 
Phosphatide und des Gesamtstickstoffs rechts, und in der Abb. 13 die 
Kurven des Cholesterins links und rechts). Von den übrigen sechs 
Kurven nähern sich zwei ebenfalls bis zu einem gewissen Grade diesem 
Typus (in Abb. 12 und 13 die Kurven für den Phosphor der ungesättigten 
Phosphatide links). 




















0,0750\-- 


0,0700 wa A ae ebe 
t i ; Y | 
p-d unges, Phos ph. | P-d unges. Phos 
0,0650 SC — —Ç ~ | 409 . 
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SS. È EFECEZIS E FEE SSS SE E ETE SE š Epi 
IS I RUANO S IESO SS E 3 CS 
sinister dexter sinister dexter | 
Ahb. 12. Abb. 13. 


Alle diese Kurven geben anschaulich die topographische Ver- 
teilung verschiedener chemischer Substanzen in der GroBhirnrinde 
wieder: zugleich zeigen aber auch diese Kurven, daß die chemische 
Topographie der einen oder anderen Verbindung nicht in gleicher Weise 
scharf ausgeprägt zu sein braucht. Am schärfsten umrissen ist die topo- 
graphische Verteilung des Cholesterins; hier erreicht der Unterschied im 
Cholesteringehalt für die verschiedenen Rindenabschnitte im Mittel 


pr 
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67 Proz. (Polus front. sin. — 0,55 Proz. der frisehen Substanz und 
Gyrus centr. ant. sin. — 0,92 Proz. der frischen Substanz). Der 
Unterschied im Gehalt an Lipoiden der alkoholischen Fraktion erreicht 
in den verschiedenen Abschnitten 37 Proz., im Gehalt an Gesamt- 
stickstoff 39 Proz. Am wenigsten deutlich umgrenzt ist die topogra- 
phische Verteilung des Phosphors der ungesättigten Phosphatide, bei 
dem der größte Unterschied in der Menge im Mittel bloß 17 Proz. 
beträgt. | 

Die chemische Zusammensetzung der gleichnamigen Rinden- 
abschnitte beider Großhirnhemisphären ist nicht gleich. Nur in wenigen 
Fällen nimmt irgend eine chemische Verbindung in gleicher Weise 
auf beiden Hirnhälften Anteil, am häufigsten stehen sich ihre Mengen 
recht nahe; in manchen Fällen jedoch ist der Unterschied zwischen 
ihnen in bezug auf ihre Menge schr groß, wie zum Beispiel der Phosphor- 
gehalt der ungesättigten Phosphatide im Verhältnis zu 100 Einheiten 
des Gesamtstickstoffs für die beiden vorderen Zentralwindungen und 
die beiden hinteren Zentralwindungen, die Cholesterinmenge im Ver- 
hältnis zu 100 Einheiten des Gesamtstickstoffs in den hinteren Zentral- 
windungen, der Gehalt von gesättigten Lipoiden in Prozenten der 
frischen Substanz in den vorderen Zentralwindungen, die Menge von 
Phosphor der ungesättigten Lipoide und des Gesamtstickstoffs in 
Prozenten der frischen Substanz im Stirnpol. Der Unterschied in der 
chemischen Zusammensetzung zwischen rechter und linker Hemisphäre 
wurde schon von Thudichum bemerkt. 

Wenn wir jetzt nachsehen, wie sich die Lipoide im ganzen Nerven- 
system überhaupt verteilen, so zeigt es sich, daß, je wichtiger und je 
aktiver der betreffende Abschnitt des Nervensystems ist, um so weniger 
Lipoide und um so mehr Eiweißstoffe in ihm enthalten sind. Am 
meisten Lipoide finden sich in den peripheren Nerven (Chevalier, 
Falk), weniger im Rückenmark, noch weniger im Gehirn. In der grauen 
Hirnsubstanz machen die Lipoide ungefähr ein Drittel, in der weißen 
beinahe drei Viertel der Trockensubstanz aus. Die Großhirmrinde ist 
ärmer an Lipoiden als die graue Substanz der subkortikalen Ganglien. 
Dem höchsten Typus der Gehirntátigkeit entspricht der geringste 
Lipoidgehalt. Und die aus dem Stirnpol entnommenen, d. h. aus dem 
Gebiete des vorderen Assoziationszentrums von Flechsig stammenden 
Rindenabschnitte erwiesen sich an Lipoiden noch ärmer als das Gebiet 
der psychomotorischen und psychosensorischen Zentren (Abb. 12 und 13). 

Der größte Lipoidgehalt fällt auf die Bewegungszentren; groß ist 
er dort auch im Verhältnis zur Menge der stickstoffhaltigen Bestand- 
teile. Nur in einem Falle tritt die Bewegungsphäre ihren ersten Platz 
einem anderen Rindenabschnitt ab, nämlich dem Sehzentrum, hin- 
sichtlich des prozentualen Gehalts der in Alkohol löslichen Verbindungen 
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gegenüber dem Gesamtstickstoff. Der motorische Rindenabschnitt 
der linken Seite unterscheidet sich von denen der rechten durch den 
geringeren Gehalt an Gesamtstickstoff und Lipoiden des alkoholischen 
Extraktes und den hohen Gehalt an Cholesterin und ungesättigten 
Phosphatiden (deren Phosphor) (Tabelle X und XI). 

Der geringste Lipoidgehalt findet sich in den Assoziationszentren; 
besonders gering vertreten sind Cholesterin, Cerebroside und gesättigte 
Phosphatide. Von den ungesättigten Phosphatiden jedoch finden sich 
links mehr als in der Sehsphäre, das gleiche gilt auch bezüglich des 
(Gesamtstickstoffs der linken Seite. Da der Gehalt an Lipoiden im 
prozentualen Verhältnis gegenüber dem Gesamtstickstoff in den Stirn- 
polen geringer ist als in den übrigen Abschnitten, so ist, ungeachtet 
dessen, daß der Gehalt an Gesamtstickstoff in Prozenten der frischen 
Substanz ebenfalls gering ist, augenscheinlich anzunehmen, daß diese 
Rindenabschnitte eine verhältnismäßig große Menge an stickstoff- 
haltigen Körpern besitzen (Tabelle XII und XIII). 

Man darf nicht unbeachtet lassen, daß der Gehalt an Lipoiden. 
z.B. von Cholesterin und Lipoiden des alkoholischen Extraktes im 
Verhältnis zur frischen Substanz, in den sensorischen Gebieten bzw. dem 
Cuneus und Gyrus centr. post. sich oft einander nähert. Im Verhältnis 
zum Stickstoff aber ist ihre Menge in diesen Gehirnabschnitten völlig 
verschieden. Der Lipoidgehalt des Gyrus centr. post. nimmt im all- 
gemeinen unter den untersuchten Abschnitten einen mittleren Platz 
ein (Tabelle XIV bis XVII). 

In der Tabelle XVIII ist jene chemische Zusammensetzung der 
menschlichen Großhirnrinde wiedergegeben (nach Gegenden), welche 
nach unseren Untersuchungen als mittlere rormale Zusammensetzung 
angesehen werden kann. 

Im ganzen kamen 40 menschliche Gehirne von 16 bis 72 Jahre 
alten Individuen zur Untersuchung, und an diesem Material kam deutlich 
der Einfluß des Alters auf die chemische Zusammensetzung der Him- 
rinde zum Ausdruck. Bis zu dem Alter von 45 Jahren lassen sich keine 
irgendwelche Schwankungen in der Zusammensetzung des Gehirns 
finden, die auf Rechnurg des Lebensalters zu bringen wären; aber 
gegen die fünfziger Jahre hin und später ändert sich der chemische 
Aufbau der Rinde in ganz bestimmter Weise. Die Menge der un- 
gesättigten Phosphatide nimmt etwas ab (Tabelle V), und da die 
Menge der gesättigten Phosphatide und Cerebroside sich nicht merklich 
verändert (Tabelle VII), so erhöht sich das Verhältnis zwischen der 
Phosphormenge der ungesättigten Phosphatide und der Lipoidmenge 
der alkoholischen Fraktion um ein Kleinweniges (Tabelle IX). Gegen 
die fünfziger Jahre zu erhöht sich beträchtlich der Cholesteringehalt, 
doch ist es dabei interessant, daß diese Zunahme in Prozenten der 
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frischen Substanz nur im Gebiet der beiden Stirnpole bemerkbar wird 
(eine Vermehrung von 0,5 bis 0.6 und 0,75 Proz., Tabelle III). Setzt 
man jedoch die Cholesterinmenge ins Verhältnis zum Gesamtstickstoff. 
so wird aber auch in den übrigen Abschnitten diese Zunahme bemerklich. 
Die Abnahme des Gesamtstickstoffs in diesem Alter macht sich eben- 
falls nur in der Gegend der beiden Stirnpole bemerklich. Auf diese 
Weise zeichnet sich das Greisenalter offenbar durch eine Verminderung 
des Gesamtstickstoffgehalts (des Eiweißes ?) im Gebiete der vorderen 
Assoziationszentren aus, durch Vermehrurg der Cholesterinmenge. 
durch Verminderung der Phosphatide (ihres Phosphors) und einen 
im Verhältnis zur Menge der ungesättigten Phosphatide vermehrten 
Lipoidgehalt der alkoholischen Fraktion. 

Die Tatsache, daß die Altersveränderungen in der chemischen 
Zusammensetzung des Gehirns nicht die ganze Hirnrinde gleichmäßig 
betreffen, sondern wie ausgesucht die einen Abschnitte (die Stirnpole) 
stärker als die anderen, diese eine Tatsache allein zeigt schon ein übriges 
Mal, daß beim Suchen eines Bandes zwischen den psychischen und 
chemischen Prozessen die chemische Zusammensetzurg des Gehirns 
in den verschiedenen Rindenabschnitten gesondert untersucht werden 
muß, im entgegengesetzten Falle lassen sich Änderurgen in der Za. 
sammensetzung nicht nur nicht fassen, sondern man riskiert auch 
ganz falsche Schlüsse. 

Auch das Geschlecht hat Einfluß auf die chemische Zusammen- 
setzung des Gehirns, und auch hier ist dieser Einfluß am deutlichsten 
im Gebiete des Stirnpoles zu beobachten, insbesondere auf der rechten 
Seite. Hier beträgt der mittlere Gehalt an Gesamtstickstoff für die 
Männer 1,2 bis 1,4 Proz. der frischen Substanz und bei Frauen 1.0 
bis 1,2 Proz., mit Schwankungen von 1,0 bis 1,76 Proz. bei Männern 
und 0,99 bis 1,5 Proz. bei Frauen (Tabelle I). Nicht außer acht zu 
lassen ist hier eine Tatsache, deren Erklärung ich vorläufig nicht ab- 
geben kann. Bei Vergleich der Gesamtstickstoffmenge im rechten und 
linken Stirnpol zeigt es sich, daß im linken sich mehr Gesamtstickstoff 
findet als im rechten, wobei dieser Unterschied bei den Männern 15 Proz. 
nie überschreitet, gewöhnlich sogar niedriger ist. Bei Frauen hingegen 
war in vier von elf Fällen, in welchen der Gesamtstickstoff festgestellt 
wurde, dieser Unterschied sehr groß, erreichte sogar bis zu 35 Proz. 
(Gehirn 3, 34, 29, 13). | 

Die Frage, ob alle chemischen Grundbestandteile des Gehirns ın 
den verschiedenen Rindenabschnitten in verschiedener Menge vor- 
handen sind, bleibt ferneren Untersuchungen vorbehalten, doch besteht 
kein Zweifel darüber, daß die lipoide Zusammensetzung der in dieser 
Arbeit untersuchten Rindenabschnitte des Großhirns des Menschen 
verschieden ist. und daß ein jeder von ihnen sein besonderes Bild in 
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der Lipoidzusammensetzung besitzt (Tabelle X bis XVII), und daß 
Besonderheiten im Aufbau verschiedener Abschnitte zweifellos auch 
Besonderheiten des Umsatzes in diesen Teilen nach sich ziehen müssen. 
Die biologische Bedeutung der Lipoide ist äußerst vielgestaltig, bis 
heute aber in allen ihren Erscheinungen durchaus noch nicht ver- 
ständlich. Schon durch ihre bloße Gegenwart wirken die Lipoide manch- 
mal auf den Verlauf fermentativer Prozesse ein. Jede Lipoidgruppe 
hat ihre eigene, für andere Lipoide verschiedene Wirkung, paralysiert 
oder aktiviert bald diese, bald jene Fermente. Und die Arbeiten von 
Wroblewski, Slowzoff, Ossowsky und Englisch sprechen von dem Reich- 
tum des Hirngewebes an den verschiedenen Fermenten. 

Die Bedeutung der Lipoide für das Zentralnervensystem wird noch 
dadurch unterstrichen, daß die verschiedensten pathologischen Zu- 
stánde, wie Hunger (Lenz), Avitaminosen (Kazuo Hotta), progressive 
Paralyse (Pighini), Dementia praecox (Pighini), Dementia senilis 
(Allers), kindliche Atrophie (Ederer) und Tollwut (Facchini), von ganz 
bestimmten und für jeden dieser Zustände charakteristischen Ver- 
änderungen im Lipoidbestand des Gehirns begleitet werden. 

Jeder der chemischen Grundbestandteile des Zentralnerven- 
systems hat seine bestimmte biologische Bedeutung, seine bestimmte 
Rolle in der komplizierten Funktion dieses Organes. Der verschiedene 
Lipoidgehalt in funktionell voneinander unterschiedenen Rinden- 
abschnitten ist gewiß kein bloßes Spiel des Zufalls und kann nicht 
ohne Einfluß bleiben auf den Verlauf der chemischen und physiko- 
chemischen Prozesse in diesen Abschnitten. Aufgabe der Psycho- 
chemie ist es, das Band zwischen diesen Prozessen und den psychischen 
aufzudecken. Die Psychochemie muß mit der Biochemie des Gehims 
Hand in Hand gehend und, sich auf ihre Errungenschaften stützend, die 
chemische Statik und chemische Dynamik des Gehirns gemäß der 
topographischen Anordnung von dessen Funktionen untersuchen. Und 
vorliegende Arbeit, vorliegende Ziffern sind nur ein erster Versuch, 
auf dem vorgezeichneten Wege vorzudringen. 


Zusammenfassung. 

l. Funktionell verschiedene Abschnitte der (Großhirnrinde des 
Menschen sind hinsichtlich ihrer chemischen Zusammensetzung ver- 
schieden. 

2. Am deutlichsten ausgeprägt ist die topographische Verteilung 
des Cholesterins. weiter der durch Alkohol extrahierbaren Lipoide 
(der Cerebroside und gesättigten Phosphatide), des Gesamtstickstoffs 
und des Phosphors der ungesättigten Phosphatide. 

3. An Lipoiden und Gesamtstickstoff am reichsten ist der motorische 
Rindenabschnitt (Gyrus centr. ant.). 


480 H. Gorodisskay: Chemische Topographie des Gehirns. I. 


4. Dar geringste Lipoidgehalt findet sich im vorderen Assoziations- 
zentrum (Polus front.). 

5. Die psychosensorischen Abschnitte (Cuneus und Gyrus centr. 
post.) stehen bezüglich ihrer chemischen Zusammensetzung einander 
besonders nahe und nehmen in dieser Hinsicht im allgemeinen eine 
Mittelstellung ein. 

6. Die gleichnamigen Abschnitte der rechten und linken Hemi- 
sphäre unterscheiden sich voneinander durch ihre chemische Zusammen- 
setzung, und dieser Unterschied kann ganz beträchtlich sein. 

7. Gegen die fünfziger Jahre hin und später vermehrt sich der 
Cholesteringehalt und vermindert sich ein klein wenig der Gesamt- 
stickstoff- und Phosphorgehalt der ungesättigten Phosphatide in der 
Großhirnrinde. 

8. Die Geschlechts- und Altersveränderungen der chemischen 
Zusammensetzung der Rinde kommen am deutlichsten im Bereiche 
der Stirnpole zum Ausdruck. 

9. Um das Band zwischen den psychischen und chemischen Pro- 
zessen aufzufinden, müssen die Untersuchungen über die chemische 
Statik und chemische Dynamik des Gehirns der topographischen An- 
ordnung von dessen Funktionen gemäß angestellt werden. 


Zum Schluß bringe ich dem Herrn Prof. Dr. Alexander Palladın 
für die bei der Ausführung dieser Arbeit erwiesene Aufmerksamkeit 
und beständige Unterstützung meinen tiefsten Dank dar. 
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Manometrische Messung des Zellstoffwechsels in Serum. 


Von 
Otto Warburg. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 27. August 1925.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Versucht man, den Zellstoffwechsel in Serum nach den Methoden 
zu messen, die für Ringerlösung beschrieben worden sind!), so tritt die 
Schwierigkeit auf, daß Serum Kohlensäure chemisch bindet. In dieser 
Arbeit wird gezeigt, wie man das Kohlensäurebindungsvermögen 
des Serums bestimmen und in die für Ringerlösung abgeleiteten 
Gleichungen einführen kann. Die manometrische Messung des Zell- 
stoffwechsels in Serum ist dann nicht minder einfach wie die mano- 
metrische Messung des Zellstoffwechsels in Ringerlösung. 


I. Bezeichnungen. 


Die Drucke des Sauerstoffs und der Kohlensäure messen wir und 
geben wir an in Millimetern Brodiescher Flüssigkeit, von der 
10000 mm = 760 mm Quecksilber 
sind. 
Die Konzentration der Kohlensäure, sowohl der freien als auch der 
E b . Kubikmillimeter CO, 
gebundenen, geben wir an mM K'ubikzentimeter Lösungsmittel 
Unter der Löslichkeit $ der Kohlensäure verstehen wir das Verhältnis 
Kubikmillimeter freie CO, 
Kubikzentimeter Lösungsmittel x Normaldruck 
Bunsenschen Absorptionskoeffizienten a durch die Gleichung: 
_ 1000.0 
B = 10000 








B entsteht aus dem 


1) Diese Zeitschr. 152, 51, 1924. 
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Ist also p der Kohlensáuredruck, so ist pß die Konzentration der 
freien Kohlensäure. Man beachte, daß — während a eine dimensionslose 
Zahl ist — ñ die Dimension ES besitzt. 

Länge 

o nennen wir nach L. Michaelis!) den Dissoziationsrest der 

Kohlensäure, das Verhältnis 
Konzentration der freien Kohlensäure 
Konzentration der freien + Konzentration der gebundenen Kohlensaure 


Da wir unter physiologischen Aziditätsverhältnissen die Konzen- 
tration der CO,-Ionen vernachlässigen können, so ist die Konzentration 
der gebundenen Kohlensäure immer gleich der Konzentration des 
Bicarbonats. 

Hierunter folgt eine Zusammenstellung der wichtigsten auf die 
Kohlensäure bezüglichen Bezeichnungen und Größen: 


B — Löslichkeit der Kohlensäure, 
B = Konzentration des Bicarbonats, 


p = Kohlensäuredruck, 
p.ß = Konzentration der freien Kohlensäure, 
c = Gesamtkonzentration der Kohlensäure (p.ß + B), 
a net, ` np. 0 
o = Dissoziationsrest der Kohlensäure ( A), 
p.B + B 


+ r . Y . P 
H - Konzentration der Wasserstoffionen ( K Geh 
Für 38% und Serum ist der Absorptionskoeffizient a der Kohlen- 
säure 0,54, also ß = 0,054. Für die gleichen Bedingungen ist die erste 
Dissoziationskonstante K der Kohlensäure 7.2. 107° (pẹ =- 6,14). 
Ist beispielsweise: 


p = 470, 
B — 460, 
so ist: 
PP = 25,4, 
C = 485, 
— 0,0524, 


H 
H` =- 4 . 107 5 (Ph == 1,4). 


Dies sind Werte, wie sie im Durchschnitt für Serum gelten, das mit 
etwa 5 Vol.-Proz. Kohlensäure im Gleichgewicht steht. 

Wenn wir die Gasmengen, die entstehen oder verschwinden. 
Kubikmillimetern ausdrücken, so ist es für die Rechnung bequem. 


1) L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin 1922. 
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auch andere Stoffe, die mit dem Gasumsatz zusammenhängen, in 
Kubikmillimetern auszudrücken. Wie wir von Kubikmillimetern 
Bicarbonat sprechen, obwohl Bicarbonat kein Gas ist, so sprechen wir 
auch von Kubikmillimetern Milchsäure oder einer beliebigen Säure, 
indem wir 


1 Milligrammatom Säurewasserstoff = 22400 emm 
setzen. 


II. Retention der Kohlensäure und Milchsäure. 


1. Kohlensäure, zu Serum hinzugefügt, wird teilweise als solche 
gelöst, teilweise als Bicarbonat chemisch gebunden. Die Substanzen, 
die die Kohlensäure binden, sind vorwiegend Eiweiß, in unter- 
geordnetem Maße Phosphate und andere Stoffe. Die allgemeine 
Bindungsgleichung, als Ionengleichung geschrieben, ist 

HCO, + S = HCO, + SH, (1) 
wobei wir unter S” beliebige Säureanionen des Serums verstehen und 
nur das HCO,-Ion ausnehmen. 

Milchsäure (HM), zu Serum hinzugefügt, reagiert teilweise mit den 
Bicarbonationen des Serums unter Entwicklung freier Kohlensäure, 
teilweise mit anderen Säureanionen nach der Gleichung 


HM + S` = M + SH. (2) 


Denken wir uns das Serum in Verbindung mit einem ab- 
geschlossenen Gasraum, so ist der Kohlensäuredruck, den die hinzu- 
gefügte Kohlensäure oder Milchsäure hervorbringt, infolge der Reak- 
tionen (1) und (2) kleiner, als sich aus der Größe des Gasraumes und der 
physikalischen Löslichkeit der Kohlensäure berechnet. Wir nennen die 
Kohlensäure, die nach (1) chemisch gebunden wird, die ,,retinierte” 
Kohlensäure und die Milchsäure, die nach (2) chemisch gebunden 
wird, die ,retinierte“ Milchsáure. 

Für jedes undissoziierte Säureäquivalent SH, das hinzukommt, wird 
l Molekül Kohlensäure oder Milchsäure retiniert. Die Zunahme des 
undissoziierten Säurewasserstoffs ASH pro Kubikzentimeter Serum 
ist ein Maß für die Retention. Wir drücken 4 SH in Kubikmillimetern 
4 SH 


Gas aus und bezeichnen den Quotienten _ |. -—, 
Kubikzentimeter Serum 


als 


die Retention Au. 


Bezeichnen wir die Zunahme der undissoziierten Basenäquivalente 


pro Kubikzentimeter Serum mit Ju, so ist —- 14u’ die durch Basen be- 
wirkte Retention, die Gesamtretention also 

+ Ju — Ju. 
Es scheint, daß für normales Serum — unter physiologischen Aziditáts- 


verhältnissen Au’ | immer gegen | Ju! zu vernachlässigen ist. 
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2. Ist die Säure, die wir dem Serum hinzufügen, Kohlensäure, so 
entsteht nach (1) für jedes hinzukommende Radikal SH ein Bicarbonat- 
ion, und es ist 

Au = AB, 


wo AB die Zunahme der Bicarbonatkonzentration bedeutet. 

Wie groß Au ist und in welcher Weise Au von dem Kohlensäure- 
druck abhängt, erkennt man aus Abb. 1, in der die Bicarbonatkonzen- 
tration B des Serums als Funktion des Kohlensäuredrucks p eingetragen 
ist, für p-Werte, wie sie physiologisch in Betracht kommen!). 





E 


N 
Q Q30 340 360 380 400 W20 440 O #80 300 320 SVO 
——> p(mmnm Brodie) 


Abb. 1. 


Die beobachteten Zahlen sind: 


p | 2 
339 | 469 
413 ` 481 
533 490 


dB d 
Die Abbildung zeigt, daß do = nicht konstant ist, sondern mit 


du 
dp 
was besagt, daß hier 1 cem Serum 0,1 cmm Kohlensäure retiniert, wenn 
der Kohlensäuredruck um 1 mm steigt. 

3. Wird Kohlensäure zu Ringerlösung hinzugefügt und beträgt 
die Zunahme des Kohlensäuredrucks hco, mm, so ist die gebildete 
Kohlensäure in Kubikmillimetern 


wachsendem p abnimmt. In der Mitte der Kurve ist — etwa gleich 0,1, 


ai 
tco, = kco, keo 

wo kRinger die Gefäßkonstante für Kohlensäure?) in Ringerlósung be- 

deutet. kco, ist bestimmt durch die Größe des Gasraumes ge, die Größe 

des Flüssigkeitsvolumens vp, die Temperatur und die Löslichkeit der 

Kohlensäure in Ringerlösung. 


1) Ähnliche Kurven findet man in der grundlegenden Arbeit von 
K. A. Hasselbalch, diese Zeitschr. 79, 112, 1917. 
2) Vel. diese Zeitschr. 100, 230, 1919. 
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Wird Kohlensäure zu Serum hinzugefügt und beträgt die Zunahme 
des Kohlensáuredruckes co, mm, so ist die gebildete Kohlensäure 
in Kubikmillimetern 


inger | Au 
co, = hco, 2 "+ pn i ] (3) 


wo Ge das Serumvolumen in Kubikzentimetern bedeutet, Au die 
Retention zwischen dem Anfangsdruck p) und dem Druck pọ + 4p. 
Gleichung: (3) gilt streng nur dann, wenn hco., von p, an gerechnet, 
gleich Ap ist. i 

Wird Milchsáure zu Serum hinzugefügt und betrágt die Zunahme 
des Kohlensáuredruckes co, mm, so ist die gebildete Milchsäure in 
Kubikmillimetern ` 


— Ringer A 
IM = hco, ES T Be SE | (4) 
Im (3) und (4) sind die Quotienten pr mit dem Index C oder M 


versehen, je nachdem die hinzugefügte Säure Kohlensäure oder Milch- 
säure ist, eine, wie wir später sehen werden, notwendige Unterscheidung. 

Die eckig eingeklammerten Ausdrücke in (3) und (4) bezeichnen 
wir mit ko und Em und schreiben (3) und (4) abgekürzt 


zm he (6) 


Die praktische Brauchbarkeit der Gleichungen (3) bis (6) hängt 
davon ab, wie streng die Bedingung 
hco, = AP (7) 
erfüllt werden kann und muß. Es wird sich zeigen, daß wir statt (7) 
schreiben können 
hco, Y AP (8) 


und daß wir (8) immer hinreichend genau erfüllen können. 


III. Berechnung der Retention für Serummodelle. 

Um eine allgemeingültige Beziehung zwischen der Retention und 
dem Kohlensäuredruck zu finden, gehen wir aus von dem Dissoziations- 
rest ọ der Kohlensäure. 

Unter dem Dissoziationsrest o einer Säure oder Base versteht 
L. Michaelis!) das Verhältnis 
Konzentration des undissoziierten Elektrolyten 

Gesamtkonzentration des Elektrolyten 











1) L. Michaelis, Die Wasserstotfionenkonzentration. Berlin 1922, 
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Ist die Wasserstoffionenkonzentration einer Lósung gegeben und sind 
die Dissoziationskonstanten der Sáure oder Base bekannt, so kann der 
Dissoziationsrest o berechnet werden. 


Für eine einbasische Säure mit der Dissoziationskonstante K ist 
H* 
Ü = pei (9 
Hr K 
Für eine zweibasische Sáure mit den Dissoziationskonstanten K, 
und K, ist 


0 = + . (10) 
H Et 


Für einen Ampholyten mit der Sáuredissoziationskonstante K. 
und der Basendissoziationskonstante K;, ist 
H- 
Hr K, +, (H y 
K y 


wo K die Dissoziationskonstante des Wassers bedeutet. 

1. p-Kurve der Kohlensäure. Für Ringerlósung und 38° ist A, 
der Kohlensäure gleich 7,2.107* (pk = 6,14), K, von der Größen- 
ordnung 10—*!, In dem für uns in Betracht kommenden Aziditáts- 
gebiet, zwischen ZH’ = 1.1078 und H* = 10.108 ist das mit K. 
behaftete Glied der Gleichung (10) als klein zu vernachlässigen, so daß 
wir in diesem Gebiet p nach der einfachen Gleichung 


O => e (10a) 
berechnen können. Die Kohlensäure verhält sich hier wie eine ein- 


basische Säure, sie enthält praktisch keine CO,-Ionen. Deshalb vermag 
eine Ringerlösung von dem Bicarbonat- 











S gehalt des Serums — unter physio- 
I logischen Aziditätsverhältnisen — 
Se? Kohlensäure in nennenswertem Maße 
051-1 nicht chemisch zu binden. 
SÉ Die untere Kurve der Abb. 2 ist 
EIER die p-Kurve der Kohlensäure zwischen 
oz H+: =1.1078 und H° = 10.108, für 
ale die Salzkonzentration der Ringer- 
1 BR lösung und 38% ọ ist klein in den: 
2 





ganzen Gebiet und liegt zwischen 0,01 
und 0,1. 
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2. Lósen wir in der Ringerlósung eine Sšure auf, deren Disso- 
ziationskonstante von der Größenordnung 107$ ist, so entsteht — bei 
physiologischer Wasserstoffionenkonzentration — ein beträchtliches 
Bindungsvermögen für Kohlensäure, dessen Größe von der Konzen- 
tration der zugefügten Säure abhängt. 

Geeignete Säuren findet man unter den Dipeptiden, von denen 
beispielsweise Glycylglycin nach Bestimmungen von v. Euler!) 
wässeriger Lösung ein X, von 2. 1078 besitzt, das bei der Salzkonzen- 
tration der Ringerlösung vermutlich noch etwas größer ist. K, ist 
von der Größenordnung 10-11, so daß wir in Gleichung (11) das mit K, 
hehaftete Glied vernachlässigen und o nach der einfachen Gleichung 

H+ 
det? 
berechnen können. Das Dipeptid verhält sich hier wie eine einfache 
Säure, Kationen des Dipeptids kommen in der Lösung praktisch 
nicht vor. | | 

Die obere Kurve der Abb. 2 ist die p-Kurve eines Dipeptids, dessen 
Ks = 4 . 1078 ist. e ist zwischen H* = 1 . 1078 und H* = 10 .10- ° 
erheblich größer als für Kohlensäure und liegt zwischen 0,2 und 0,7. 

Eine Ringerlösung von der Bicarbonatkonzentration des Serums, 
in der die Gesamtkonzentration an Dipeptid c’ etwa gleich der Gesamt- 
konzentration c der Kohlensäure ist, ist insofern ein Serummodell, als 
sie bei physiologischer Azidität in ähnlichem Maße wie Serum Kohlen- 
säure chemisch bindet. 

3. Lassen wir die Musa des Modells 
steigen, indem wir Kohlensáure oder Milchsáure hinzufügen, so steigt 
mit dem Dissoziationsrest o der Kohlensáure auch der Dissoziations- 
rest o des Dipeptids (vgl. Abb. 2). Die Menge der Peptidanionen P ` 
nimmt ab, die Menge des undissoziierten Peptids HP nimmt zu, wobei 
sich die Reaktionen abspielen 


HCO; + P` = HCO, + HP (wie 1). 


(lla) 


HM+P = M 4 HP (wie 2). 
Die Konzentration des undissozüerten Peptids nennen wir u und 
` .  Kubikmilimeter . I 
driicken u in o — aus. Dann ist-Au die Reten- 


Kubikzentimeter Serum 
tion und bestimmt durch die Gesamtkonzentration an Peptid c” und die 
Änderung des Dissoziationsrestes 0”: 


Au = Ao’.c. (12) 
l) Zitiert nach L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. 


Berlin 1922. 
Biochemische Zeitschrift Band 164. 32 
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4. Haben wir einen bestimmten Wert für Jo gewählt, so können 
wir immer das dazugehörige Ag aus der Abb. 2 entnehmen oder nach 
Gleichung (10a) berechnen. So können wir uns beliebige zusammen- 
gehörende Wertepaare Ag’ und Ag und damit auch Au und Ag ver- 
schaffen. Agp ist andererseits mit dem Kohlensáuredruck p durch 
die Gleichung verbunden: 


B. Ap = (o + 40) (co + Ac) — Gate 
B.Ap =c + o 4c + Ae Ac 
wo @, Und c, sich auf die Kohlensäure beziehen und den Anfangs- 
zustand bestimmen, den das Modell besitzt, wenn die Sáure hinzu- 
gefiigt wird. 
Ist die Säure, die ọọ um Ao vermehrt, Kohlensäure, so ist die 
Zunahme der Kohlensäurekonzentration 
Ac=Au+BßAp. (14) 


Ist die Säure, die ọọ um Ag vermehrt, Milchsäure oder eine andere 

starke Säure, so ist die Zunahme der Kohlensäurekonzentration 
Ip. Ee | 

E60 4 pap (15) 
| Ur I 
wo vp das Volumen der Modellflüssigkeit in Kubikzentimetern bedeutet. 
kco, die Gefäßkonstante für Kohlensäure in Ringerlósung. 

Aus (13) und (14) ergibt sich Ap für den Fall, daß die hinzugefügte 
Säure Kohlensäure ist 


(13) 


Je = 


Aulo- fo)+ c Zo 
(dp) = , 
i B(1l — 0. — 40) 
Aus (13) und (15) ergibt sich 4 p für den Fall, daß die hinzugefügte 
Säure Milchsäure oder eine andere starke Säure ist 


(16) 


Bll — go> gg) © 


° (go * 40) e 
Up 
Man beachte, daß (4p)m — im Gegensatz zu (Áp)c — von v; und 
vı abhängt und immer kleiner ist als (Ap) (Ap)m ist kleiner als 
(Ap)c, weil bei Zugabe von Milchsäure mit dem Steigen des Kohlen- 
säuredruckes eine Abnahme des Bicarbonatgehalts verbunden ist, 
während bei Zugabe von Kohlensäure der Bicarbonatgehalt steigt. 
(A p)m hängt von zy und o; ab, weil pro Millimeter (A p)m der Bicarbonat- 
gehalt um so stärker abnimmt, je größer +, und je kleiner vy. 


Hat man (Ap)c und (Ap) berechnet, so dividiert man Au durch 


Au Su 
Jp)c und (Ap) und erhält so (° -) und ( Sa , die mittleren 
(Ap) und (Ap)m ut so LG und (E) die 


tetentionen pro Millimeter Druckzunahme, zwischen po und Da + dP- 
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5. Die Gleichungen (12), (16) und (17) gelten allgemein und er- 
lauben, die Retention für beliebige Substanzen!) zu berechnen, deren 
Dissoziationskonstanten bekannt sind. 

Von Interesse ist die Frage, in welchem Maße Aminosäuren, in 
Serum in mäßigen Konzentrationen gelöst, Kohlensäure chemisch 
binden. Ist die Konzentration der freien und gebundenen Kohlensäure 
für das Serum gegeben, so berechnet man zunächst o, nach der Glei- 


chung a =: Durch o, ist auch H ` für das Serum bestimmt. Man 
denkt sich nun H* in physiologischen Grenzen vermehrt, etwa von 
4.1078 auf 4,2 . 1078 und berechnet nach (10a) das Ao der Kohlen- 
sáure, nach (11) das Ae’ der in Betracht kommenden Aminosäure, 
nach (12) Au, nach (16) (4p)c . 

Ist beispielsweise die Konzentration c’ der in Betracht kommenden 
Aminosäure m/jpp, 80 retinieren in dem genannten Aziditätsgebiet 
Glykokoll, Alanin und Leucin nur sehr wenig. Stärker retiniert Tyrosin 
und ganz erheblich Histidin. Bei der Rechnung mit Histidin ist zu 
beachten, daß hier o mit wachsendem H* sinkt, die Retention also 
gleich — Au anstatt + Au zu setzen ist. 


6. Zur Erläuterung des Gesagten führe ich einige Zahlen an. 
Tabelle I enthält die g-Werte für Kohlensäure zwischen H' = 4 . 107 ë 
und H* = 4,5.1078, berechnet nach Gleichung (10a), mit K, = 7,2.10-' 
(38% Salzkonzentration der Ringerlósung). Daneben enthält die 
Tabelle die e’-Werte für ein Dipeptid von der Säuredissoziations- 
konstante K. = 4.107”. 


Tabelle I. 


| Kohlensäure `,  Dipeptid 
H+ Kı=12X1077, E Eat ke 
“ ; o' 

4.0. 10-8 0,05263 0,5000 
41.10-8 005388 0,5062 
42. 10-38 — 005512 0,5122 
43.108 — 0205636 0.5181 
4,4. 10—85 0.05759 0,5238 
45.10-8 — 005882 0.5294 


1) Was die mehrbasischen Säuren anbetrifft, so liegen im allgemeinen 
die Konstanten der verschiedenen Dissoziationsstufen so weit auseinander, 
daß man für das physiologische Aziditátsgebiet nur eine Dissoziationsst ufe 
zu berücksichtigen hat. Um beispielsweise die Retention durch Phosphat 

en 
zu berechnen, setzt man g’ = IH, On 1 O, | und berechnet a nach 
H: E 


der Gleichimea es wo K, die zweite Dissoziationskonstante 
Š H* + K, š 
der Phosphorsáure bedentet. 


32 * 
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Eine Ringerlósung, deren Bicarbonatkonzentration etwa gleich 
der von Serum ist, mit etwa 5 Vol.-Proz. Kohlensäure bei 389 gesättigt. 
enthalte Dipeptid, dessen Gesamtkonzentration c’ etwa gleich der 
Gesamtkonzentration c, der Kohlensäure sei. Beispielsweise sind die 
Anfangsbedingungen : 


c — 485. ce (inemm) = 500, o = 0,0526, 
H- = 4.1075, vr = 8, kco, = 0,907. 


Durch Zugabe von Sáure steige der Dissoziationsrest der Kohlensäure 
bis 4, = 0,00373. Dann ist H° von 4.0. 1078 auf A3 . 107 * gestiegen, 
o” um 0,0181. 


Daraus folgt: 
nach (12): Ju = 9,05 cmm, 
nach (16): (4 p)c = 45,5 mm. 
nach (17): (4p)m = 31,6 mm, 


Au 

NY = 0,20 für Ap — 46, 
A Sb i 

Auw E 
Giaa a 


IV. Bestimmung der Retention für Serum. 


Der Unterschied in der Behandlung des Serums gegenüber der 
Behandlung des Modells ist, daß wir das zu einem bestimmten 4 der 
Kohlensäure gehörende Au nicht berechnen können!), sondern durch 
Versuche für jedes Serum bestimmen müssen. Ist dies geschehen, so 
werden die Kohlensäuredrucke Ap, die das bestimmte Ag der Kohlen- 
sáure hervorbringen, nach (16) und (17) berechnet und aus Au und åp 

Au 
die gesuchten Quotienten F erhalten. 

Die Bestimmung eines zusammengehörenden Wertepaares von 

Su und 40 kann nach drei verschiedenen Prinzipien geschehen. 


1) Da es leicht ist - wie in diesem Kapitel gezeigt wird —-, ein zu- 
sammengehóreudes Wertepaar von Ju und Je zu bestimmen, wird man 
die Bestimmung auch dann ausführen, wenn man die Retention durch 
Substanzen ermitteln will, deren Dissoziationskonstanten in der Literatur 
angegeben sind. Denn es gibt wenige Substanzen, deren Dissoziations- 
konstanten bei 38% und der Salzkonzentration der Ringerlösung zuverlässig 
bekannt sind. 
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Erstes Prinzip. 

In Gefäßen von der Form der Abb. 3 sättigen wir gleiche Serum- 
mengen mit verschiedenen Kohlensäuredrucken. Ist Gleichgewicht 
eingetreten, so kippen wir aus der Ansatzbirne überschüssige 5proz. 
Citronensäure in den Hauptraum, wodurch die gebundene Kohlensäure 
des Serums ausgetrieben wird. Aus den beim Ansäuern auftretenden 
Drucken werden die Bicarbonatkonzentrationen des 
Serums berechnet. 

Ist bei Sättigung des Serums mit dem Kohlen- 
säuredruck p, die Bicarbonatkonzentration B, und 
bei Sättigung mit dem Kohlensáuredruck p, die 
Bicarbonatkonzentration B, gefunden worden, so ist 


Au = B, — B, 

p, B p | B 
Pus ee. P 
S P-B > B, Dë: B, 
Da auch die Anfangsbedingungen gegeben sind 


2 p, $ . 

00 = 1 B. 

Pıß 1 

Co = PB > Bı 

so können nach (16) und (17) (4 p)- und (A p)m berechnet werden und 





du Au 
18 d di ie ( j ( Sch o 
aus Au und Ap die gesuchten Quotienten Ip): und er 


Die Methode ist ungenau, weil Au aus der Differenz des Bicarbonat- 
gehalts bestimmt wird, der immer groß ist gegen Au. 


Zweites Prinzip. 

Zu der Bestimmung benutzen wir Gefäße von der Forn der Abb. 3 
oder noch besser von der Form der Abb. 4, an deren Längsseite man 
sich eine Birne angeschmolzen denke. 

Der Hauptraum des Gefäßes enthält das Serum, die Birne Milch- 
säure (oder eine andere starke Säure), gelöst in 0,9proz. Kochsalz- 
lösung. Die Menge der Milchsäure ist klein im Vergleich zu dem 
Bicarbonatgehalt des Serums. Der Gasraum enthält einen bestimmten 
Prozentgehalt an Kohlensäure. _ 

Herrscht Gleichgewicht zwischen Gasraum und Flüssigkeit, so 
wird die Birne durch mehrmaliges Neigen des Gefäßes mit dem Serum 
ausgespült. Der positive Druck, der hierbei auftritt, sei hmm. 

Bei dem Versuch ist ein Umstand zu beachten, auf den mich 
E. Negelein aufmerksam gemacht hat. Enthält die Birne 0,9 proz. 
Kochsalzlösung — ohne Säure —, so tritt beim Einkippen in das Serum 
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ein negativer Druck auf, denn die Bicarbonatkonzentration des Serums 
nimmt beim Verdúnnen ab, die Konzentration der freien Kohlensáure 
bleibt konstant. Infolgedessen wird die Reaktion saurer und es reagiert 
Kohlensáure nach Gleichung (1). 

Um die Wirkung der Verdünnung zu eliminieren, wird mit dem 
Ansáuerungsversuch ein Verdünnungsversuch verbunden, in dem 
statt der säurehaltigen eine säurefreie Kochsalzlösung in das Serum 
eingekippt wird, während alle übrigen Bedingungen in beiden Ver- 
suchen gleich sind. Beträgt die Druckänderung beim Ansäuern Á mm. 
beim Verdünnen ohne Ansáuern A mm, so ist h — h' = H die Druck- 
änderung, die die Säure hervorbringt. Man bestimmt so Au und Ae 
für das verdünnte Serum und hat für die Anfangsbedingungen p, und B, 
in den folgenden Gleichungen die nach dem Verdünnen herrschende 
Bicarbonatkonzentration!) und den nach dem Verdünnen herrschenden 
Kohlensäuredruck einzusetzen. 

Sind bei dem Ansáuerungsversuch m emm Milchsäure in v;cen 
Serum eingekippt und ist H gemessen worden, so ist 





Ju = Bee (18) 
Up 
do = E (Po ~ h)B EA SCH A, (19 
(q MB Br y OO Ó 


wo pọ den Anfangsdruck der Kohlensäure und B, die Anfangskonzen- 
tration des Bicarbonats bedeutet. Durch p, und B, sind auch o, und 4, 
gegeben. 





an. Daf Ge 
dl p ñ + Bo 
Cp = PoB D Bo. 


so daß wir nach (16) und (17) (Ap)c und (Ap)m, und aus Aw und Jp 
: du Au 
die gesuchten Quotienten Es und ( ) berechnen kónnen. 
Ip/c AP/m 
Die Methode ist weit einfacher und genauer als die erste Methode. 
Sie hat sich in vielen Versuchen bewährt und liefert, geeignet an- 
Au : z . : a Ea 
gewendet, e mit einer Genauigkeit von einigen Prozenten. 
p 
Beispiel. Die Anfangsbedingungen waren 
b = 455. po = 470, c= 481, o, = 0,0528. 


Ansäuerung von lccem Serum mit 33,5cmm Milchsáure, gelöt 
in 0.1 cem 0.9proz. Kochsalzlósung. 


1) B, bestinmen wir mit den Gefäßen nach Ahb.3. 
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Anssuerüngaversuch | L Sd Verdünnungskontrolle u 
vp = Ll vg = 18,8 | vp =1,1 cbç18,9 
kco, = 1,71 kco, = 1,12 


Hauptraum: 1 ccm Serum) Hauptraum: 1 ccm Serum 
Birne: 0,1 ccm Säurelösung | Birne:.0,1 ccm Kochsalzlósung 
h nach Einkippen | h' nach Einkippen 
— 13,1 mm —- 3 mm 


H =h— k = + 16,1 mm. 


Folglich : 
nach (18): Ju = 3,45 cmm, 
nach (19): Jo = 0,0047, 
nach (16): (4p)c = 50,2 mm, 


Au o: 
und ( 0.108 für 4p — 50 mm. 


(AP)m hängt von der Größe des Gefäßes, in dem wir die Milchsäure 
entwickeln, und von dem Volumen des Serums ab. Wir berechnen (4 p)x 
für die Bedingungen v, = 8. Eco, = 0.91 und die Bedingungen 
ve = ll, kco, = 1.71. 

Für o, = 8, kco, = 0,91 wird 

nach (17) (4p)m = 39,3 mm, 
Au 
= 0,138 für 1» x 39. 
AJ Du 
Für Un = 1.1. Eco, == 1.71 wird 
nach (17) (4p)Jm = 16,1 mm, 
Du 
> = 0,338 für Au 16 
y p) M | i 
ein Resultat, das man für z, = 1,1, kco, = 1.71 — die Bedingungen 
des Ansäuerungsversuchs — auch direkter aus dem Ansäuerungsversuch 
erhält. indem man Ax durch H dividiert. 
Drittes Prinzip. 

Der oben beschriebene Verdünnungsversuch, dort zur Korrektion 
des Ansäuerungsversuchs benutzt, kann als solcher zur Berechnung 
von Au und Ao dienen. Verdünnt man v,,cem Serum mit e com Koch- 
salzlösung und ändert sich dabei der Kohlensäuredruck um À mm. so ist 


Up är E 
Hato! (Pa 3 h) D Po B 
d 9 — Up o h kco, p.P Se B, =) 


(MT ee ee 
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wo po der Kohlensáuredruck vor dem Verdünnen und B, die Bicarbonat- 
konzentration vor dem Verdünnen ist. Durch pọ und B, sind auch o, 
und c, gegeben, so daß wir nach (16) und (17) (Ap). und (Ap)y und 
daraus die gesuchten Quotienten P St und ( x y), berechnen kónnen. 
In diesem Falle gelten die Quotienten für das unverdünnte Serum. 

Die Verdúinnungemethode ist der Ansáuerungsmethode gleich- 
wertig. Verdünnt man 3 cem Serum, das mit 5 Vol.-Proz. Kohlensäure 
gesáttigt ist, mit 0,3 cem Kochsalzlósung, so erhält man bei kco. 
= l einen Ausschlag von etwa 12 mm. 


V. Anwendungen. 


Will man den Stoffwechsel tierischer Zellen und Gewebe im Serum 
manometrisch messen, so ist die erste Frage, ob zellfreies Serum, bei 38° 
mit Sauerstoff oder Stickstoff geschüttelt, Gas entwickelt oder ab- 
sorbiert. Unter physiologischen Aziditätsverhältnissen ist das nicht 
der Fall, wie ich durch eine große Anzahl von Kontrollen festgestellt 
habe. Wenn also Serum wirklich oxydierende oder spaltende Fermente 
enthält — die Spaltungsprodukte würden Kohlensäure aus dem Bi- 
carbonat des Serums austreiben —, so ist deren Wirkung zu vernach- 
lässigen. 


Bringen wir Zellen oder Gewebe in Serum und messen den Stoff- 
wechsel manometrisch, so sind mit Hinblick auf die Berechnung drei 
praktisch wichtige Fälle zu unterscheiden: 

l. Die Zellen glykolysieren, aber atmen nicht. 

2. Die Zellen atmen, aber glykolysieren nicht. 

3. Die Zellen atmen und glykolysieren. 


1. Glykolyse ohne Atmung. 

Der erste Fall ist gegeben, wenn wir unter anaeroben Bedingungen 
arbeiten. Als Versuchsmaterial kommen alle tierischen Zellen in Betracht, 
da alle tierischen Zellen unter anaeroben Bedingungen glykolysieren. 

Zur Messung benutzen wir Gefäß II der Abb. 4, dessen Gesamt- 
volumen etwa 13 ccm beträgt. Wir füllen 3ccm Serum ein und sättigen 
nach Hineingabe der Zellen oder des Gewebeschnitts mit 5 Vol.-Proz. 
Kohlensäure in Stickstoff. 

Beträgt die Druckzunahme hco, mm, so ist die gebildete Milch- 
säure in Kubikmillimetern I 


Eu = hco,ku, 


; ‚Ringer , < Ju 
km = bro + 3 (“ ) . 
M 


wo 


— -.— — m 


Manometrische Messung des Zellstoffwechsels in Serum. 405 


ie Bedingung hco, = Ap ist hier, da hco, am Manometer direkt 
Dia wird, durch passende Wahl der Zellmenge und der Versuchs- 
zeit leicht zu erfüllen. 4 p (und Ac o,) soll nicht kleiner sein als 15 mm — 
wegen der Ablesungsfehler — und nicht größer als 40 bis 50 mm, 
damit die Bicarbonatkonzentration und die Wasserstoffionenkonzen- 
tration sich während des Versuchs nicht zu sehr ändern. Dies gilt für 
diesen Fall, wie auch für die beiden folgenden. 


2. Atmung ohne Glykolyse. 


Der zweite Fall ist gegeben, wenn wir unter aeroben Bedingungen 
mit Zellen arbeiten, die aerob nicht glykolysieren. Solche Zellen sind 
die meisten normalen tierischen Zellen. 


Zur Messung benutzen wir zwei Gefäße von der Form der Abb. 4 
von denen jedes ein Gesamtvolumen von etwa 13ccm besitzt. In 
Gefäß I füllen wir 8 cem, in Gefäß II 3 cem Serum und sättigen nach 
Hineingabe der Zellen oder des Gewebeschnitts mit 5 Vol.-Proz. Kohlen- 
säure in Sauerstoff. 


Dann stehen uns zur Berechnung des Sauerstoffverbrauchs xo, 
und der Kohlensäurebildung zco, sechs Gleichungen zur Verfügung. 


Gefäß l cp = 8 Gefäß u vF = 3 
to, — Ho, £ Ko, la) to, = E ko. (d) 
“co, ` Hco, - Kco, (b) 200, = hco, ` = (e) 


Hier bedeuten H und A die auf gleiche Zellgewichte bezogenen 
Manometerausschläge, Ho,, Hco, und ho. hco, die Änderungen des 
Sauerstoff- und Kohlensäuredrucks und 


D Si oa Ju 
Kco, >= Kco, + ees? 


Ringer 
kco, == kc 


E 
| 


Adu 
3). 


(a) bis (f), nach xo, und eo, aufgelöst, ergeben: 


_ hkco, — H Keo, 


l >> 
SS kco, _ Kco, er 
ko, Ko, 
o h ko. = H Ko. 23) 
TCO ko, Ko, La 


ke O, Kc O, 
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Beispiel: Bestimmung der Atmung von Rattenhoden in inakti- 
viertem Pferdeserum. | 





Gefäß I | Gefäß II 
R Ee 
Up =8 e. 5.39 Dr va = 10,69 
Ko = 0,907 | VI = 1,10 
GL 0,123 für Jp ~ 0 bis 15 mm GL 0,123 für Jp ~ 0 bis 15 mm 
Kco, == 1,89 kco, === 1,47 
Trockengewicht des Hodens 2,62 mg | Trockengewicht des Hodens 2,18 in 
— Ze — EE — 
nach 20 --- 21 See GES 
nach 60 - 42,5 -- 10 


für 60” u. 2,62 mg: - 12 
ty, = — 27,1 emm 
tco, = + 24,6 cmm. 
Fehler: Berechnen wir zo, und rco, für dieselben H- und h-Werte. 


aber für verschiedene Werte von = ‚so erhalten wir die in Tabelle Il 


verzeichneten Zahlen. 


Tabelle II. 
Ju Scrum k Serum | | 
e? | Kco, | FCO, To, | TCO, 
0 0,907 110 —363 | +30,0 
0,10 1,71 140  —277 | +26 
0123 189 LG  —271 | +246 
0,15 215 155 —263 | + 95.0 
0.90 2.51 170 —256 | +266 


Ju 
Aus der Tabelle II ergibt sich, daß selbst große Änderungen in Jp 


die Werte von xro, und zco, nur wenig beeinflussen. Lassen wir beispiels- 
. Au 2 
weise y von 0,10 auf 0,15 wachsen, so ändert sich zo, nur um 5 Proz.. 
p > 


vco, nur um 1.6 Proz. 
Dieses zunächst merkwürdige und für die Messungen sehr günstige 
Resultat hat zwei Ursachen. Erstens macht sich ein bestimmter 


. Au . 
prozentischer Fehler in A nicht als solcher, sondern nur zu einen! 
p 


Bruchteil in Aco. und kco, geltend. Zweitens — und das ist der wesent- 
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liche Punkt — kompensieren sich die Fehler in Kco, und kco, zu einem 
großen Teile bei der Berechnung von zo, und zco, in den Gleichungen 
(22) und (23). Diese Umstände bewirken, daß wir uns bei der Be- 


stimmung von = mit einer Genauigkeit von 20 Proz. begnügen können. 
p 


Viel kleiner, nämlich höchstens 5 Proz., ist der Fehler in ER wenn 
i p 
wir Se nach der Ansäuerungsmethode für ein bestimmtes Ap messen. 
p 
Zu diesen 5 Proz. kommt ein Fehler hinzu, der davon abhängt, wie 


A 
A S gilt, náhern 


weit wir Hco, und hco,. dem Wert von Ap, für den 
können. 

Die ungefähre Lage von H..o, und hco, erhalten wir durch folgende 
Überlegung: Im Gefäß I wird der größere Teil der Atmungskohlensäure 
durch das Serum absorbiert. Der abgelesene Druck H ist also nahezu 


gleich Ho, und der Sauerstoffverbrauch zo, nahezu gleich Ho, . Ko,- 
Setzen wir nun weiterhin angenähert zco, = — To,, 80 ist 





Hco, ~ — 


l , 1 /H Ko, H Ko, x 
Die Messungen beginnen. wenn — -> | KSerum + GH ungefáhr 
2 ACO, CO» . 

gleich 4 p geworden ist. In diesem Druckgebiet macht man mehrere 
Ablesungen von H und A, erhält dann durch Einsetzen in (22) und (23) 
mehrere Wertepaare ro, und zco, und wählt unter ihnen dasjenige 
aus, für das I I 

li tco — co, 

he hen 
Jp am nächsten konnt. 


Durch dieses Verfahren erreicht man leicht eine Annäherung an 
We RER 
— eine Genauigkeit 

Ay | 

von etwa 10 Proz., die nach dem oben Gesagten größer ist, als not- 

wendig?). 


das gewünschte Ip auf etwa 30 Proz.. oder in 


> .„du - | Pr 
1) Für kleine Werte um ACO., Ist d während des Druckanstiegs 
- P 
konstant. Dann sind die auf die Zeiteinheit reduzierten Manometeraus- 
schläge unabhängig von der Versuchszeit. wie in dem angeführten Versuch 
nt Rattenhoden. 
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3. Atmung und Glykolyse. 


Der dritte Fall ist gegeben, wenn wir unter aeroben Bedingungen 
mit Zellen arbeiten, die aerob glykolysieren. Solche Zellen sind Tumor- 
zellen. Sie verbrauchen Sauerstoff (zo.) und bilden sowohl Atmungs- 
koblensäure (xco,) als auch Milchsäure (za). Die Summe der ge- 
bildeten Säure rco, + zw bezeichnen wir mit x, und stellen uns die 
Aufgabe, zo, und x, mit Hilfe der beiden in Abb. 4 abgebildeten Gefi e 
in Serum zu messen. 





Abb. 4. 


Wir unterscheiden die beiden Grenzfälle zo = 0 und xy =0 
und haben dann die Gleichungen 


CO, = 0. 
GefiB Ir; = s | Gefäß ll rp = 3 
“Os E Ho, Ko, Zo, ho ko, 
Ts co, ` Ku Z hco, km 
worin a Ringer | du 
Kx = Keo + 8 ( m) 
AP/M 
; ‚Ringer  - Auw 
ka = Eco, +31, 
A p~ 


Aufgelöst nach zo, und gy: 
h km < HKm 


4 

YU )., == En ka EI 
ko, Ko, 

hko, — HRo, (25) 
SE ko, Ko. 
ku Kw 


_Á 


Manometrische Messung des Zellstoffwechsels in Serum. 409 


am = 0. 
Gefäß l rp = N Gefäß Il vp = 3 
20, Ho, -Ko, 70,7 ho, ko, 

T. = = Hco. E Kco. T. == hco, š Eco. 
H - Ho, + Hco. h = ho, + Reo, 

worin . -Ringer ¡Au 

Keco, = Ko: nl ) 

Ape 


keo, = ker => (7°) 


Aufgelöst nach zo, und zy: 
hkco. — HKco, 





to E= y wie 22 
= kco = Keco, | 
ko, Ko, 
hko, — HKo, 
> i en wie 23 
ko, _ Ko, | 
Eco Kco, 


Beispiel: In jedem der beiden Gefäße (Abb. 4) befindet sich ein 
Gewebeschnitt, in Gefäß I 8 cem Serum, in Gefäß II 3ccm Serum. 
Die Gewichte der Gewebeschnitte sind gleich. 


Die Anfangsbedingungen sind: 
Cp = 481. ọ = 0,0528. 


Für dieselben Anfangsbedingungen ist nach der Ansäuerungs- 
methode gefunden: 


Au = 5,45, 40 = 0,0047. 


Die Abmessungen und Gefäßkonstanten sind: 





E — ass A A EE -— be A A E en S a — 


I 


Gefäß 1 Ewe Gefäß H 
AE 8 SR 5.39 WD 3 e. 10.0 
Ko. E 0,494 ko. -- 0,89 
Ringer _ - -Ringer . _ 
bing - 0.9 | Km": 1.04 
GE i Gang SE 
¿ple 7 0. m le Ju 
Kco, sac d l ke OÖ, :7 1,35 
Ju = u: 
z — 0.138 tür Sp +» 40 ME r dl 
Sai i P wer — 0,167 für Sp ven 30 
Ku -- 20 Ey 1,54 


Ist nach einer bestimmten Zeit ro, — — 12, x, = -- 48, so sind 
die Drucke: 
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Für rco, = 0. 





Gefäß 1 | Gefäß u 
Ho, = — 24,5 ho, Res — 13,5 
Aco, = + 23,8 hco, = + 31,2 
H = —0 h = Di 

Für rM = 

Gefi I Gefäß II 
Ho, = — 245 ho, = — 13,5 
“G a "co, = + 35.5 
H — + 27 h — + 22.0 


Berechnet man nun to, und xy, falls zo, = 0, mit Keco, und kco, 
nach (22) und (23), statt mit Km und km nach (24) und (25), so erhält 
man: 

to, = — 12,0 statt — 12,0 (Fehler —), 
r. = + 42,3 statt + 48,0 (Fehler — 13 Proz.). 


Berechnet man ro, und xy, falls zw = 0, mit Km und km nach (24) 
und (25), statt mit Kco, und kco, nach (22) und (23). so erhält man: 


To, = — 12,2 statt — 12,0 (Fehler —), 
Us + 54,8 statt + 48,0 (Fehler + 13 Proz.). 


I 


Das Resultat ist also, daß es für die Berechnung von ro, fast gleich- 
gültig ist, ob man mit Ay und ky oder Kco, und kco, rechnet und 
daß auch x, in den extremen von uns gewählten Fällen durch eine Ver- 
tauschung der Kohlensäure- und Milchsäurekonstanten nur wenig 
beeinflußt wird. In praxi hat man es immer mit Fällen zu tun, in denen 
die gebildete Säure x, entweder vorwiegend Kohlensäure ist (normale 
Zellen) oder vorwiegend Milchsäure (Tumoren), und ist auch nach den 
Manometerausschlägen niemals im Zweifel, welcher der beiden Fälle 
vorliegt. Ein großer negativer Druck in Gefäß I bei kleiner Druck- 
änderung in Gefäß II zeigt stets an, daß die Atmung überwiegt, ein 
großer positiver Druck in Gefäß II, daß die Glykolyse überwiegt. Im 
ersten Falle rechnet man mit den Gleichungen (22) und (23), im zweiten 
Falle mit den Gleichungen (24) und (25) und wird dann zo, und +. 
immer mit einer Genauigkeit von etwa 5 Proz. erhalten. 

Was die Bedingung anbetrifft, daß Hco, und hco, ~ Ap sem 
sollen, so ist für den Fall, daß die Atmung überwiegt, das Notwendige 
schon in Ziffer 2 dieses Kapitels gesagt. Überwiegt die Glykolyse, s0 
ist es das h des Gefäßes IT. das die ungefähre Größe von hco, (und Hco.) 
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anzeigt. Man wartet, bis hetwa gleich 2/, A p geworden ist, macht dann 
die erste Ablesung und verfährt weiterhin nach der in Ziffer 2 erläuterten 
Näherungsmethode. 


4. Zusammen fassung. 


Nach den in diesem Kapitel beschriebenen Methoden werden die- 
selben Stoffwechselgrößen gemessen, wie nach den früher für Ringer- 
lösung beschriebenen Methoden!), nämlich: Unter anaeroben Be- 
dingungen die Milchsäurebildung. unter aeroben Bedingungen der 
Sauerstoffverbrauch und die gesamte gebildete freie Säure, Kohlen- 
säure + Milchsäure. 

Um aus der Gesamtsäurebildung die Milchsäurebildung zu be- 
rechnen, machen wir hier wie dort die willkürliche und oft unrichtige 
Annahme, daß 


CO, ES “O. (26) 


woraus dann folgt: 
UM = Us + To. 


In allen Fällen, in denen die Glykolyse groß ist gegen die Atmung 
(Tumoren), bedingt die Annahme (26) keinen erheblichen Fehler. Ist 
aber die Glykolyse klein gegen die Atmung, so wird der durch (26) 
bedingte Fehler groß und die von E. Negelein beschriebene Methode?) 
zur Messung der Glykolyse ist vorzuziehen. Diese Methode liefert die 
Glykolyse, ohne daß eine Annahme über die Kohlensäurebildung 
gemacht werden muß, liefert aber nicht den Sauerstoffverbrauch, so 
daß man — je nach der Fragestellung — die eine oder andere Methode 
benutzen oder beide Methoden zusammen anwenden wird. 


5. Stoffwechselquotienten. 
Arbeiten wir mit Ringerlösung, so reagiert die von dem Gewebe 
entwickelte Milchsäure (HM) quantitativ mit dem Bicarbonat nach 
der Gleichung 





HM - HCO = NM = HCO, 


Für jedes Molekül Milchsäure erscheint ein Molekül freier Kohlen- 
säure, und wir können die Glykolyse durch die entwickelte freie Kohlen- 
e ER N O, 
sáure ausdrúcken (QED, und QED.) 

Arbeiten wir mit Serum, so ist diese Ausdrueksweise nicht mehr 
zulässig. da wegen der Nebenreaktion 


HM + S — M + HS (wie 2) 


die ausgetriebene Kohlensáure der gebildeten Milehsáure nicht áqui- 
valent ist. 


1) Diese Zeitschr. 152, 51, 1924. 
2 E. Negelein, Versuche über Glykolyse, diese Zeitschr. 158, 121, 1925. 
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Wir ändern deshalb die Bezeichnung unserer Stoffwechselquotienten, 
so daß sie sowohl für Ringerlösung als auch für Serum gelten, und führen 
für die Gesamtsäurebildung den Quotienten Q,, für die Milchsäure: 
bildung den Quotienten Qu ein. Qo, wird gebraucht wie bisher, Qco. 
nur für neugebildete, nicht mehr für ausgetriebene Kohlensäure. Wir 
bleiben dabei, wie den Sauerstoffverbrauch und die Kohlensäure- 
bildung, so auch die Milchsäurebildung in Kubikmillimeter Gas aus- 
zudrücken (1 Milligrammatom Säurewasserstoff = 22400 cmm). 

Entwickeln also mmg Gewebe (Trockengewicht) in # Stunden 
xcmm Sauerstoff oder Kohlensäure oder Milchsäure, so haben wir 
die Quotienten 


To, 
Qo, == 2 
m.t 
TCO, 
co. KE Ye 
m.t 
JM 
GE 
m.i 
+M + “CoO. 
q. — M + tco, 
m.t 


Hierbei unterscheiden wir die aerobe und die anaerobe Milch- 
säurebildung als Q%: und Oz, 

_ Wollen wir aus unseren vier Quotienten den prozentischen Stoff- 
umsatz berechnen, so müssen wir Sauerstoff, Kohlensäure und Milch- 
säure in Milligrammen ausdrücken. Wir erhalten dann für den prozen- 
tischen Stoffumsatz, dessen Dimension 1/Zeit ist: 


Sauerstoffverbrauch: Qo,- Se - 100 = Qo, . 1,43 . 1073. 100 
Kohlensäurebildung: Qco, ` Ge - 100 = Qco. - 1,96 . 10-3. 100 
| - 22400 2 
Milchsäurebildung: On. Sc . 100 = Qu 4,02 . 1073. 100. 
| 22400 


VI. Bemerkung über die Messung der Atmungskohlensáure. 


“co, unserer Gleichungen ist die freie Kohlensäure, die von den 
Zellen an das Serum abgegeben wird, eine Größe, die nicht in allen Fällen 
gleich der Atmungskohlensáure ist. Verbrennt beispielsweise milchsaures 
Natron. so werden pro Molekül Milchsäure 2 Moleküle freie Kohlensäure 
und 1 Molekül Bicarbonat von den Zellen gebildet und an das Serum 
abgegeben. xco, ist gleich ?/ der Atmungskohlensäure. Verbrennt 
Eiweiß. so erscheint gleichfalls nur ein Teil der Atmungskohlensáure 
als freie Kohlensäure. der Rest als Ammoniumbikarbonat. 
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Die Atmungskohlensáure kann bei Stoffwechselversuchen in vitro 
gemessen werden, wenn man mit Flüssigkeiten arbeitet, die wenig 
chemisch gebundene Kohlensäure enthalten, z. B. mit Phosphat- 
lösungen. Man bestimmt dann die Zunahme der freien Kohlensäure 
durch einen Doppelversuch — mit und ohne Kalilauge im Einsatz!) —, 
die Zunahme der gebundenen Kohlensäure durch Übersättigen mit 
einer starken Säure. Die Summe beider Zunahmen ist die Atmungs- 
kohlensäure. 

Doch existiert bis jetzt kein Verfahren zur Messung der Atmungs- 
kohlensäure, wenn man mit Flüssigkeiten vom Bicarbonatgehalt des 
Serums arbeitet, d. h. unter Bedingungen, die für die Zellen höherer 
Tiere die physiologischen sind. Wegen der hohen physiologischen 
Bicarbonatkonzentration ist es schwierig, die Zunahme der gebundenen 
Kohlensäure hinreichend genau zu messen, und es ist fraglich, ob sich 
diese Schwierigkeit durch ein Ditferentialverfahren überwinden läßt. 


1) Vgl. diese Zeitschr. 113, 257, 1921; 146, 380, 1924. 
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Berichtigung 


zu dem Beitrag „Über die Botelhosche Reaktion, von Franz Faludi”. 
diese Zeitschr. 162, 116, 1925: 

Seite 121, Zeile 11, statt: g = c, + a, mul es heißen: y = c, — 2a. 

Seite 121, Zeile 13, statt: als c, muß es heißen: als c). 

Seite 121, Zeile 5 von unten, nach dem Worte: Koagulator ist 
beizufügen: rasch 


Seite 124, Tabelle VII, ist die letzte vertikale Rubrik verschoben. 
Die richtige Tabelle ist folgende: 


Tabelle VII. 














. Botelho 
Diagnose Zahl der Fille A 


Inanitionszustände: Ulcus und Oesophagus- 
stenose . . š 3 
Hydrämie: Herzfehler. Nepbritis, Nephrosis š 6 
Chronische infektióse Erkrankungen: 
Lungentuberkulose mit Fieber, Koch s. 30 15 l 
3 
% 


ba 
. 
e 


Malaria ohne Kachexie . 
Malaria mit Kachexie . 
Peritonitis tbe. Ascites 

Akute infektiöse Erkrankungen: 
Typhus abdominalis. . . E 3 l 
Schwere Bronchitis und Bronchiolitis en 3 — 3 
Lobare und lobulare Pneumonie 2 l 

Lebererkrankungen: 


Cirrhosis hepatis „Laennec* ....... 8 7 l 

Cirrhosis bilinris Hannot“ š Së 2 2 — 
Lues: Wassermann SE und SEN BER EE 2 l 22 
Nervenkrankheiten: Multiple Selerose . . . . 4 — 4 
Benigne Hautgeschwülste: Epithelioma , + . 15 2 13 
Neurosen: Neurosis ventriculi und cordis . . 7 — 21 
Schwaugerschaft 4 bis 8 Monat . .... + . 6 2 4 
A A 34 — 34 
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